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RESUMEN

La leishmaniasis cutanea o “uta” es una enfermedad producida por
Leishmania peruviana y transmitida en la picadura de diversas especies de
mosquitos del género Lutzomyia; su terapia se basa en el uso de farmacos
antimoniales pentavalentes como el estibogluconato de sodio y antimoniato
de meglumine, a pesar de sus efectos colaterales. Alternativamente, la medicina
tradicional usa plantas medicinales sin tener conocimiento de su modo de
accion ni haberlas validado cientificamente. Se realiz6 un estudio de
Tessaria integrifolia R. et P. “pajaro bobo” con el objetivo de determinar su
actividad antileishmaniasica y sus constituyentes fitoquimicos. Mediante
ensayos in vitro se enfrentd las formas promastigotas de L. peruviana
contra el extracto metabdlico de las flores de T. integrifolia R. & P. a las
concentraciones de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125 mg/mL; teniendo como
droga de referencia estibogluconato de sodio y realizando las lecturas a las
24 y 72 horas. El analisis fitoquimico preliminar se efectio mediante
ensayos a la gota. Los resultados a las 24 horas mostraron que a una
concentracion del extracto de 100 mg/mL, se produce la lisis de las formas
promastigotas de L. peruviana Yy a la misma concentracion el
estibogluconato de sodio solamente inmoviliz6 a los parasitos. A las 72
horas, las concentraciones menores inmovilizaron las referidas formas
promastigotas del parasito, efecto similar al ocasionado por el
estibogluconato de sodio. EI analisis fitoquimico revel6 la presencia de:
esteroides, flavonoides y fenoles. Es decir, el extracto metabdlico de las

flores de T. integrifolia R. et P. “pajaro bobo” demostr6 mejor actividad

antileishmaniasica que el estibogluconato de sodio.

Palabras clave: Leishmania peruviana, leishmaniasis cutdnea, “uta”, Tessaria

integrifolia R. et P., actividad antileishmaniasica, analisis fitoquimico.



ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis or “uta” is a vector borne disease produced by
Leishmania peruviana and transmitted by bites of Lutzomyia species. Treatment is
based in antimonial pentavalents compounds as meglumine antimoniate and
sodium stibogluconate, in spite of side effects. Alternatively, traditional medicine
uses some plants without knowledge action mode neither scientific validation. With
the objective of determining antileishmanial activity and phytochemical
constituents of Tessaria integrifolia R. et P. By in vitro assays, promastigotas
forms of L. peruviana were treated with 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125 mg/mL of
methanolic extract of T. Integrifolia R et P. Flowers having to sodium
stibogluconato as reference drug. The phytochemical study was carried out by
drop assays. Results showed that after 24 hours, concentration of T. integrifolia
R. et P. Flowers at 100 mg/mL caused lisis of promastigotas in comparison with
sodium stibogluconate that only caused their immobilization of parasited. After 72
hours, the other concentrations caused immobilization of parasite forms similarly
at drug reference. As a conclusion, methanolic extract of T. integrifolia R. et P.
Flowers had better antileishmanial activity than sodium stibogluconate and the
seconday metabolites founded were steroids, flavonoids and phenols.

“ ”

Key words: Leishmania peruviana, cutaneous leishmaniasis, “uta”, Tessaria

integrifolia R. et P., antleishmanial activity, phytochemical analysis.
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.  INTRODUCCION

Las leishmaniasis son enfermedades prioritarias de atencion, para la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS); originan importantes problemas de
salud publica debido a la diversidad de formas clinicas, especialmente la
mucocutanea, que provoca mutilaciones dificiles de tratar e impacto psicolégico
en las personas (O.M.S., 1990).

La “uta”, producida por Leishmania peruviana, es una enfermedad
predominantemente rural en el Perd, endémica en los valles occidentales
interandinos y ciertos valles orientales ubicados entre 900 a 3200 msnm, en
zonas bidticas bien definidas, con densa vegetacion y microclimas favorables para
el mantenimiento del vector. Estos lugares son reservorios naturales y fuentes de
infeccion leishmaniadsica para insectos y pobladores (Cordero, F. vy

Zevallos, J. 1991).

Para el tratamiento de la leishmaniasis, se han empleado diferentes
medicamentos, como los antimoniales tri y pentavalentes, anfotericina B, cremas
a base de paranomicina al 15%, cloro-metil benzetonio al 12%, cloruro de
miristalconio y pentamidina, que actualmente constituyen farmacos de elevados

costos y alta toxicidad (Miranda, H. 2000).

El estudio de plantas medicinales como parte de la busqueda de
identidades terapéuticas nuevas estd avanzando rapidamente gracias al
desarrollo de métodos de bioensayos sencillos pero sensitivos para detectar la

actividad biologica de extractos vegetales; y de métodos quimicos e



instrumentacién para el aislamiento y determinacion de la estructura quimica de
las sustancias activas. De las raices, tallos, hojas, flores, semillas y frutos de las
plantas se extraen los constituyentes activos que constituyen las drogas crudas,
siendo los extractos acuosos y etandlicos los que se usan preferentemente como
agentes extractivos en muchas sustancias vegetales (Fournet, A.; Angelo, A. y

Mufioz, V. 1994).

El estudio de algunas plantas para determinar su efecto sobre las formas
amastigotas o promastigotas ha sido realizado con Munnozia maroni, Anacardium
occidentale, Pera benensis, Pescheria van heurkii y Kalanchoe pinnata, con

resultados satisfactorios (Weberbauer, A. 1945).

En Bolivia, se esta investigando la accion de algunos vegetales sobre
protozoarios parasitos como: Plasmodium, Leishmania, Tripanosoma,
Toxoplasma, entre otros. Estos estudios toman en cuenta principalmente
encuestas etnobotanicas y conocimientos quimiotaxonémicos; han demostrado la
actividad antiprotozoaria de alcaloides quinoleinicos aislados de Galipea
grandiflora y la actividad antileishmanial de una tetralona aislada de Ampelocera

edentula (Fourneth, A.; Mufioz, V. y Angelo, A. 1990).

En el Pert también se ha iniciado este tipo de investigaciones como los
trabajos in vitro de diferentes extractos de Plumbago scandens y Lycopersicon
pimpinellifolium, que originaron lisis y/o inmovilizacion de formas promastigotas de
L. peruviana. También se ha encontrado que las hojas de Pernettya prostrata
presentan efecto antileishmaniano en ensayos realizados in vitro (Fournet, A.;

Mufioz, V.; Angelo A. 1998).



La variedad topogréfica y diversidad de climas que posee el territorio
peruano favorece su potencial vegetal con numerosas plantas medicinales,
muchas de ellas poco conocidas o estudiadas, entre las que se encuentra
Tessaria integrifolia Ruiz et Pavon (Asteraceae), conocida comunmente como
“pajaro bobo”. Esta es ampliamente distribuida en Panama, Colombia, Venezuela,
Paraguay, Brasil, Bolivia y Peru. Tessaria integrifolia prefiere la ribera de los rios,
forma, a veces, bosquecillos muy compactos gracias a sus raices gemiferas;
ocasionalmente, se aleja de su hébitat natural acompafiando a las acequias y
canales de regadio, invadiendo los cultivos y comportandose como maleza; se
propaga por semilla y también vegetativamente mediante sus raices gemiferas

(Sagéastequi, A.; Leiva, S. 1993).

T. integrifolia es un arbol de 3 a 10 m de alto, con raices gemiferas. Tallos
delgados, mas o menos cilindricos, verdes o verdo-parduscos, lenticelados, poco
ramificados, glabros o diminutamente puberulentos cuando jovenes. Hojas
alternas, oblongas a oblongo-lanceoladas o lanceoladas, obtusas hasta agudas
en el apice, atenuadas y pecioliformes en la base, enteras o irregularmente
dentadas, densa y cortamente cinéreotomentosas 0 canescente-tomentosas en
ambas superficies, de 3-8 cm de largo por 0,8-3,5 cm de ancho. Capitulos
heter6gamos, discoideos, pequefios, numerosos, subsésiles, dispuestos en
densos corimbos terminales. Involucro turbinado, de 5-6 mm de alto por 2-2,5 mm
de didmetro. Bracteas involucrales numerosas, imbricadas, 5-seriadas: las
externas ovadas y las internas lineales, radiantes, ambas esparcidamente
tomentosas. Flores marginales numerosas, femeninas, con corola filiforme,

glabra, de 3-3,5 mm de largo; las centrales 1, masculina por esterilidad del
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gineceo, con corola tubulosa de unos 5mm de longitud, glabra, profundamente 5-
partida (I6bulos de 2-3 mm de largo); estambres exertos. Aguenios gruesos,
glabros, de 0,5-0,8 mm de longitud. Papus formado por numerosos pelos blancos

(Sagastegui, A. 1995).

Las hojas de T. integrifolia R. & P. se usan en medicina popular peruana
para curar los trastornos hepéticos; se le aprovecha por sus propiedades
diuréticas y como agente antiasmatico y antiinflamatorio. Su inflorescencia es muy
visitada por las abejas, por lo que es considerada como planta melifera. En la
medicina tradicional argentina se usa como antigonorreico, cicatrizante y

resolutivo (Sagastegui, A. 1995).

Los pocos estudios realizados sobre las aplicaciones medicinales de esta
especie, en nuestro medio, motivaron el presente estudio con el objetivo de
determinar in vitro la actividad antileishmaniasica del extracto metabdlico de las
flores de Tessaria integrifolia R. & P. sobre formas promastigotas de Leishmania

peruviana y su composicion fotoquimica preliminar (Valverde, J. 1998).

De la revision bibliografica se deduce los compuestos aislados para
algunas especies de esta familia y su actividad farmacoldgica. Estos resultados se
muestran en los cuadros 2, 3 y 4. Como se precisa en estos cuadros se han
identificado aceites esenciales que corresponden a los compuestos Eugenol (1),
Acetato de Eugenol (2), Metil Eugenol (3), 3,4-Dimetoxifenilacetico (4) (Kustoski,

E.; Vega, J.; Rios, J. 2000).
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investigacion fue determinar los

Por tanto el objetivo de la presente

fitoconstituyentes y la actividad antimicrobiana que posee la Tessaria integrifolia,

recurso medicinal del Peru.



Cuadro 1. Compuestos aislados y actividad farmacoldgica de la Tessaria

integrifolia.

Compuestos aislados Actividad
Triterpenos:

e Acido 3pB-cis-p-coumaroiloxi-
20,23,dihidroxiolean-12-en-28-oico
e Acido 3p-trans-p-coumaroiloxi-2a,
23, dihidroxiolean-12-en-28-oico Contra el cancer
e Acido 23-trans-p-coumaroiloxi-2a.,
23,dihidroxiolean-12-en-28-oico Prevencion del cancer

e 7,12-dimetilbenz[a]antraceno

e Acido Gdlico

Cuadro 2. Compuestos aislados y actividad farmacolégica de la Tessaria

integrifolia.
Compuestos aislados Actividad
e Eugenol En la citotoxicidad, la induccion del

apoptosis, y la fragmentacion del DNA.

e Acetileugenol
e [-carofileno Contra los huevos y las hembras del
e Salicilato metilico capitis de Pidiculus.

e Isoeugenol

e Metileugenol

e o-humulene

Taninos:

e Eugeniina
e Casuarictina Insecticida contra la termita japonesa
e 1,3-di-O-galloil-4,6-(S)-

hexahidroxidifenoil-B-D-




glucopiranosa
e Tellimagrandinal
Cromenos

Biflorina e isobiflorina

e Aceite esencial Anticonvulsivo
e Acetileugenol Antiepiléptico
e Metileugenol Contra acaros de polvo

e |soeugenol

e Extracto etandlico Gastritis

e Oxido B-cariophileno

e p-cariophileno Desintoxicacion del higado
e o-o-humuleno Anticancerigeno

e Epoxido del a-a-humuleno Antioxidante

e Eugenol

e Linalool Antihongos

Cuadro 3. Compuestos aislados y actividad farmacolédgica de la Tessaria

integrifolia.
Compuestos aislados Actividad
e Extracto etandlico Hipoglucemiante
Flavonol

e Miricetin-3-O-(4"-O-acetil)-3a-

ramnopiranosido (1) Acetileugenol | Hipoglucemiante

Dos glucosidos acetilados del

flavonol y 15 polifenoles. Los

compuestos nuevos son:

e 3-0O-(4"-O-acetil)-3a-L-
ramnopiranosio del mearnsetina

e 3-O-(4’-O-acetyl-2-O-galoil)-a-L- | Hipoglucemiante

ramnopiranosio

e Acido galico Antioxidante




2.1.

Il.  MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

2.1.1.

2.1.2.

Material de estudio

Las plantas de Tessaria integrifolia R. et P. fueron colectadas de la
ribera del rio Moche del valle Santa Catalina, provincia de Truijillo,
region La Libertad (Anexo 1y 2) las que se encuentran registradas
en el Herbarium Truxillense (HUT) de la Universidad Nacional de
Truijillo, Peru, cédigo 17612.

La cepa de Leishmania peruviana fue proporcionada por el
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de

Medicina Humana de la Universidad Nacional de Trujillo, Peru.

Materiales y Equipos
Molino casero
Rotavapor

Bomba al vacio
Balanza de precision
Estufa

Equipo soxhlet

10



2.2.

METODOS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Recoleccién y secado de la planta

Inicialmente se realiz6 el secado parcial de las plantas bajo la
sombra y sobre papel periddico; luego, se separaron las flores
manualmente y se secaron a 40°C en una estufa hasta peso

constante (Sagastegui, A. 1995).

Pulverizaciéon de los pétalos y preparacion de los extractos

La pulverizacion de 320 g de pétalos de T. integrifolia R. & P. se
realizé utilizando un moledor mecanico. La muestra pulverizada fue
sometida a maceracion con metanol a temperatura ambiente y
agitacion (3 veces al dia), durante una semana. El solvente fue
removido en un evaporador al vacio (20 mm Hg) vy, luego, en la
estufa a 45°C, se obtuvo un concentrado viscoso de color marron

(24,3 g) (Bolafios, C.; Gutiérrez, A. 1999).

Pruebas bioldgicas in vitro

La cepa de Leishmania peruviana fue mantenida en medios de
cultivo in vitro (NNN o Agar Sangre) mediante repiques sucesivos,
cada 7 a 15 dias, en tubos de cultivo tapa rosca; a 27°C

(Marin, E. 2000).

Disolucion del extracto
Con dimetil sulféxido (DMSO) al 1,6% se prepararon soluciones del
extracto en las siguientes concentraciones: 100, 50, 25, 12, 5, 6, 25

y 3,125 mg/mL (Marin, E. 2000).
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.7.

Obtencion de parasitos y enfrentamientos al extracto

Los parasitos fueron colectados en la fase logaritmica de
crecimiento. Se realizaron diluciones 1:10 para el recuento de los
promastigotas en una camara Neubauer y se ajustd a una
concentraciéon de 1 x 10° parasitos/mL. Con una micropipeta se
introdujo 100 mL de parasitos en cada pozo de una placa estéril de
microtitulacién, equivalente a 100 000 parasitos, e inmediatamente
se afadio la misma cantidad de extracto. En los pozos testigo, se
sustituyo6 la droga por SSF y como droga de referencia se utilizé el
estibogluconato de sodio. Luego se llevé a estufa de cultivo a 27°C

para realizar las lecturas a las 24 y 72 horas (Marin, E. 2000).

Determinacién de la actividad antileishmidsica sobre
Promastigotas

Se utilizo6 la siguiente escala:

++++ : Lisis total
+++ : Inmovilidad y falta de desarrollo
++ : Disminucion de la motilidad

- : Pardasitos en condicién similar a los testigos

Aislamiento de Staphylococcus aureus y Echerichia Coli

La bacteria Staphylococcus aureus (Gram-positiva) se aislo de una
persona que adolecia una faringitis y Escherichia coli. fue aislada
de muestras de infeccién del tracto urinario. Ambas cepas

bacterianas se incubaron en agar nutriente (Valverde, J. 1998).
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2.2.8.

2.2.9.

Ensayo de la Actividad Antibacterial

Los cultivos bacterianos fueron cultivados en un medio agar sangre
de oveja al 5% (SBA) y luego inoculados en agar Mueller-Hinton
(LMP) para la prueba. Después de la primera incubacion los
microorganismos se suspendieron en 10 mL en agua destilada y su
concentracion equilibrada a un estandar de 0,5 Mc Farland. Con un
bastoncillo de algodon estéril, cada muestra fue transferida a discos
de papel Muller —Hinton Agar. Six mm Lank saturados con cada
extracto en estudio, y aplicados sobre la superficie del medio. La
Amikacina fue utilizada por ser el antibiético disponible con eficacia
contra la Escherichia coli, y Staphylococcus aureus. Ademas Se
utilizaron discos con agua destilada y con etanol como controles
negativos. Seguido Las placas fueron incubadas a 37°C por 24
horas, las zonas de inhibicion que aparecen alrededor de los discos
fueron medidas y registradas en mm. Se realizaron tres repeticiones

para cada muestra. (Valverde, J. 1998).

Andlisis fitoquimico preliminar

Se realizaron ensayos fitoquimicos preliminares, empleando el
método de ensayos a la gota. A partir de 2,0 g de concentrado
Viscoso, se obtuvieron extractos con cloroformo, metanol y agua,
para determinar metabolitos secundarios. En el extracto
cloroférmico, se realizaron ensayos para esteroides (Liebermann-
Burchard) y quinonas (Borntrager); en el metabdlico, ensayos para
esteroides (Liebermann-Burchard), flavonoides (Shinoda),

compuestos fendlicos (cloruro férrico) y alcaloides (Dragendorff y
13



Mayer); y en el extracto acuoso, flavonoides (Shinoda), taninos
(cloruro férrico), saponinas (espuma) Yy leucoantocianidinas

(Bolafios, C. ; Gutiérrez, A. 1999).

2.2.10. Obtencion de Espectros
El analisis espectroscépico de Resonancia Magnética de Protén
(RMN*H) se llevé a cabo en una equipo Bruker de 200MHz usando
cloroformo deuterado como solvente. Se obtuvieron sus espectros

RMN!H.
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. RESULTADOS

A las 24 horas, el extracto metabdlico de los pétalos de Tessaria integrifolia
“pajaro bobo”, a la concentracion de 100 mg/mL, origind lisis de los promastigotas
de Leishmania peruviana y, a la misma concentracion, el estibogluconato de sodio
solamente originé inmovilidad y falta de desarrollo, indicando un mayor efecto
antileishmaniasico del extracto vegetal. A las concentraciones de 50 y 25 mg/mL
de extracto metabdlico, se observé inmovilidad y falta de desarrollo, efecto similar
al originado por la droga de referencia (100 mg/mL). A las concentraciones de
12,5; 6,25 y 3,125 mg/mL la motilidad disminuyd, situacién esperada por que
existe mucha diferencia respecto a la concentracién del estibogluconato de sodio

(Cuadro N° 4).

A las 72 horas, el efecto de 100 mg/mL del extracto metabdlico de los pétalos de
Tessaria integrifolia. “pajaro bobo” continué siendo el mismo (lisis de
promastigotas de L. peruviana en comparacion con estibogluconato de sodio); y
en las demas concentraciones originaron inmovilidad y falta de desarrollo, efectos
similares al ocasionado por el estibogluconato de sodio; implicando que es
necesario un mayor tiempo para que actien los metabolitos presentes en el

extracto y mejorara los resultados (Cuadro N° 4).

Los fitoconstituyentes encontrados en Tessaria integrifolia, son esteroides,

flavonoides y fenoles (Cuadro N° 5).

Los compuestos encontrados en las fracciones etandlicas (E1, E6 y CF6) se

encuentran explicitos en el cuadro N° 6.
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CUADRO 4.: ACTIVIDAD IN VITRO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS
FLORES DE Tessaria integrifolia R. et P. SOBRE PROMASTIGOTAS DE

Leishmania peruviana.

LECTURA 24 HORAS 72 HORAS
Repeticion T 1 2 3 S* T 1 2 3 S*
mg/mL)

100 - +++  +++ A+ - +H++ HHH+ HEEE
50 - + +++ + +++ - ++++ +++ +++  +++
25 - +++ + +++ +++ - +++ +++ +++  +++
12,5 - +++  +++ A+ - +++ +++ +++  +++
6,25 - ++ o+ 4+ +++ - +++ +++ +++  +++
3,125 - ++ ++ ++ +++ - +++ +++ +++  +++

++ ++ ++

* La Unica concentracion de Estibogluconato de Sodio usada como referencia fue de 100 mg/mL.

Donde: T = Testigos (Promastigotas en movimiento)
1 = Primera Repeticion
2 = Segunda Repeticiéon
3 = Tercera Repeticion
S = Estibogluconato de Sodio
++++ = Lisis total
+++ = Inmovilidad y falta de desarrollo
++ = Disminucion de la motilidad

- = Similar condicién a los testigos
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CUADRO 5.: FITOCONSTITUYENTES DETECTADOS EN LAS FLORES DE
Tessaria integrifolia R. et P. UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES

Ensayo Extracto Extracto Extracto
Cloroformo metanol acuoso
Esteroides + +
Quinonas -
Flavonoides + +
Fenoles + +
Saponinas -

Leucoantocianidinas -

Alcaloides -

Leyenda: (+)Presencia (-) Ausencia

CUADRO 6.: COMPUESTOS ENCONTRADOS EN LAS FRACCIONES E1 E6y
CF2 de la Tessaria integrifolia.

Fraccion Compuesto T Peso

(min) Molecular

El Trans-12, 13-Epxoiestearato de metilo 20,280 354

E2 Acido 3-Nitro-1,2-bencenodicarboxilico 20,245 279

E4 (laRS4a B,7a a,7B B )-Decahidro-
1,1, 7-trimetil-4-metilen—1H-

ciclopro[elazulen-7- a —ol. S-1, de | 11,563 220

nombre vulgar Espatulenol.
E5 Metil crommato 23,140 321
E6 Metil crommato 23,140 321
FCF2 Espatulenol 11,563 220
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Actividad Antibacterial
El ensayo antibacterial del extracto cloroférmico puro y la fraccion FCF2 frente a

la Staphylococcus auresus fue positivo.

La prueba con la Escherichia coli. dio resultado negativo con el extracto
cloroférmico (ECF) puro y las fracciones FCF1, FCF2, FAE1 y FHex. La inhibicion
del control, Amikacina mostré una zona de al menos 7 mm después de 24 horas
de exposicion en todos los ensayos de prueba. Especies de plantas que
presenten como minimo 7 mm, se consideran antibacterialmente activos. El halo
mostrado con la fraccion FCF2 es de 12 mm y del extracto cloroférmico puro
(ECF) es de 8 mm, por lo que se considera prueba positiva para la actividad

antibacterial frente a la bacteria Staphylococcus auresus. Bolafios, C. 1999.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos; son unicos, pues, no existen publicaciones
relacionadas al efecto antileishmaniasico de la especie en estudio. Existen
trabajos utilizando extractos de vegetales contra protozoarios parasitos como

Tripanosoma, sin embargo, contra Leishmania son escasos.

Se ha determinado las estructura de algunos compuestos antileishmaniasicos en
especies vegetales; entre ellos: la plumbagina y dos bis-naftoquinonas, 3,3-
biplumbagina y 8,8-biplumbagina; la diospirina; una bis-naftoquinona (aislada de
Diospyros montana, activa contra Leishmania donovani); lactosas; y compuestos

quindnicos, son los que mejores resultados han arrojado (Anexo 3).

Los ensayos con extractos brutos ayudan a tener una referencia sobre lo que
posteriormente se podria investigar con mayor profundidad con los principios
activos puros de la especie en estudio. Por ello, se consideré importante realizar
un ensayo fotoquimico preliminar de Tessaria integrifolia. R. et P. para determinar
sus metabolitos secundarios. De acuerdo a los resultados mostrados en el Cuadro
N° 5, se evidencia la presencia de esteroides, flavonoides y fenoles. Los
esteroides y flavonoides ya han sido reportados como fitoconstituyentes del
extracto etandlico de Plumbago scandens L. “solemanillo” o solemanillo de flores
moradas”, planta utilizada para el tratamiento de leishmaniasis cutdnea o “uta” en

zonas rurales andinas de Contumaza, Cajamarca, Peru (Sagastegui, A. 1995).

En la literatura se han reportado flavonoides de origen vegetal como bracteina,

luteolina, quercitina, amentoflavone con potente actividad antileishmaniasica
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contra promastigotas de Leishmania donovani y 2-6-dihidroxy-4-methoxy
charcona contra L. amazonensis. Dentro de los esteroides con actividad
antileismaniasica se han encontrado varios derivados de la Holacurtina y
Holamina contra L. donovani, Sarachina contra L. mayor y contra L. chagasi. Por
lo que, la presencia de flavonoides y esteroides en el extracto metabdlico de la
Tessaria integrifolia R.et.P., respaldaran los ensayos positivos antileishmaniasicos
de esta especie. Sin embargo, el estudio debe continuar para determinar la
estructura del o los principios activos y la verificacion de su accién contra
Leishmania peruviana. A la fecha, los constituyentes quimicos encontrados en la
parte aérea y raiz de la Tessaria integrifolia R. et. P. son: escualeno, acetato de b-
amirino, derivados del bistienil, a-tertienilo, lignano, sesquiterpenos, flaconas y
acido cafeoilquinico; sin embargo, falta determinar aquellos que poseen actividad

antileishmaniasica (Anexo 5y 6).

La medicina tradicional a menudo utiliza hierbas y es ampliamente utilizada en
todo el mundo, pero aun es dificil establecer que tan efectivas realmente son y
resaltar que plantas son fuente importante de nuevos farmacos. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo son alentadores y seria importante incorporar a
T. integrifolia dentro de las plantas medicinales que se utilizan en el tratamiento
de la leishmaniosis cutanea o “uta”; podria servir como base para la sintesis de
nuevas drogas, de origen vegetal, que ayuden a aliviar esta enfermedad

(Cuadro N° 4).

Si bien los estudios in vitro sirven de base para el inicio de la investigacién, la
utilizaciébn de modelos animales constituye la parte mas importante del proceso

experimental y los resultados que ofrezcan se aproximardn méas a la realidad;
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pues, en los tejidos del ser humano es donde se evidencia el dafio producido por
L. peruviana. Siendo el “hamster’” Mesocricetus auratus altamente susceptible a
varias especies de Leishmania, sin que ocurra la cura espontanea y por haber
sido utilizado en modelos experimentales anteriores para trabajos similares, es
conveniente continuar con las investigaciones respecto a ésta especie vegetal

(Cuadro N° 4).

La muestra seca y molida fue sometida a maceracion con cloroformo por espacio
de 7 dias y se obtuvo un extracto (ECF) verduzco pastoso (Miranda, H. 2000). de
52,638 g (2,63%) del cual se us6 10 g para ser sometidos a una columna liquida
al vacio (CLV), usando como eluyentes hexano, cloroformo, acetato de etilo y
metanol; de esta columna cromatogréafica se logré separar seis fracciones FHex,
FCF1, FCF2, FAE1l, FAE2 y FMEL1 siendo las fracciones FCF2 y FAE2 las de

mayor peso (2,469 g, 2,60 g). Coincidiendo con (Aguilar, 2009 — Tesis Doctoral).

Con el extracto cloroférmico (ECF) se realiz6 ensayos a la gota identificAndose la
presencia de flavonoides compuestos fendlicos, esteroides y taninos; confirmando
lo que se ha reportado en los estudios realizados para especies de esta familia
como se muestran en los cuadros 2, 3y 4. Los ensayos para los alcaloides dieron
positivo solo en dos pruebas, Dragendorff y Mayer, pero negativo con Wagner por
lo que no se puede afirmar que existe presencia de alcaloides; la prueba de
espuma fue negativa por lo que la presencia de saponinas es nula (Tejada, A.;

Cordova, P.; Aliaga, L. 1995).

Los ensayos a la gota realizados con las fracciones demuestran la presencia de

flavonoides, compuestos fendlicos, estructuras terpenoidales y taninos para las
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fracciones FCF1, FCF2, FAE1 y FMEL. En la fraccibn FAE2 la presencia de
flavonoides es nula y en ninguna de las fracciones se encontré presencia de

alcaloides y saponinas como puede apreciarse en el cuadro 5.

Los compuestos identificados en E1 y E2 corresponden a &cidos grasos. Como
puede observarse en los espectros de masa que aparecen en las Figuras 6y 7.
Los tiempos de retencidn (tr) son: 20,280 min, 20,245 min y los pesos moleculares
de 354 y 279 g/mol respectivamente. En la fraccion E4 se identific6 un
sesquiterpeno con un tiempo de retencion de 11,563 y peso molecular 222 g/mol
como puede apreciarse en el espectro de masa de la Figura 7. En E5 y E6 se
identificd un triterpeno con tiempo de retencién 23,140 min y peso molecular 321
como puede leerse en el Anexo 7 y 8. En la fraccion FCF2 se identifico el mismo

sesquiterpeno que en E4. En E3 no fue posible identificar alguna estructura.

Una de estas fragmentaciones (a) involucra la pérdida del anillo de ciclopentano
junto con un atomo de hidrogeno, el i6n formado tiene un m/z 147 (31%). La
pérdida de CH3 da origen al fragmento m/z 205 (48%), luego la pérdida de H,O
origina un m/z 187 (19%), sucesivas desmetilaciones y transferencias de

hidrogenos origina los iones m/z 173 (20%) y m/z 159 (41%) Anexo 9.

La ruptura (b) es una ruptura alilica que confirma al grupo metilen en el segundo
anillo, m/z 138, la posterior pérdida de H,O y CH3 evidencia la presencia de estos
en el anillo de ciclopentano. La pérdida de CsHg y la formacion del ibn m/z 150 y
posterior desmetilacion y deshidratacién origina el fragmento m/z 119 (59%)

Anexo 9.
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Las fragmentaciones en su espectro de masas indicadas en el esquema nos
llevan a proponer al compuesto S-1, el sesquiterpeno (1aR,S,4aB,70a,7BB)-

Decahidro-1,1,7-trimetil-4-metilen-1H-ciclopro[e]azulen-7-a-ol.

La comparacibn con los datos bibliograficos confirman que se trata del

sesquiterpeno de nombre vulgar Espatulenol (Fourneth, A.; Mufioz, V.;  Angelo,

A. 1998).
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V. CONCLUSIONES

La hoja de Tessaria integrifolia R. et P. presenta esteroides, flavonoides y

fenoles.

La flor Tessaria integrifolia. R. et P. tiene, flavonoides, compuestos fendlicos,

esteroides, taninos y compuestos terpenoidales.

El extracto metandlico de las flores de Tessaria integrifolia R. et P. posee
mejor actividad antileishmanidsica in vitro que el estibogluconato de sodio

sobre promastigotas de Leishmania peruviana.

La actividad antileishmaniasica de Tessaria integrifolia R. et P. se atribuye a

los flavonoides y esteroides presentes.

La fraccion FCF2 present6 actividad antibacterial frente a Staphylococcus

aureus.

De las fracciones E1y E2 fueron identificados los compuestos Trans-12, 13-

epoxiestearato de metilo, Espatulenol, Metilcromate.

24



VI. PROPUESTA

Son muchos los elementos que deterioran el medio natural, y muchas las
actividades del hombre que tienen consecuencias negativas en los recursos
naturales de la Tierra. Entonces, cada vez es mayor el nimero de alarmas que
alertan de los riesgos, no existe ningun medio que no esté afectado, o con
grandes posibilidades de afectarse, y no existe ninguna solucién que garantice la

plena resolucion de los peligros.

El vertido de sustancias toxicas se hace cada afio mas incalculable, los
organismos nacionales e internacionales publican cifras aproximadas, que
siempre se refieren a millones de toneladas. Esta llegada de miles de compuestos
quimicos, creados en laboratorios y utilizados por las industrias, altera el

funcionamiento de los ecosistemas y atenta contra la salud de sus habitantes.

Son cada vez mayores las conexiones entre contaminacion y salud, ya nadie
duda, que no se puede soslayar el hecho de que un ambiente contaminado
provoca numerosas enfermedades, desde las relacionadas con la piel o el aparato
respiratorio (alergias, dermatitis, asmas), a procesos mucho mas graves de tipo
degenerativo. Como consecuencia de esta situacion, la comunidad cientifica y los
poderes publicos deben establecer estrategias para luchar contra la

contaminacion y su repercusion en nuestra calidad de vida.

Para lograr estas metas, tanto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como

la Agencia Europea del Medio Ambiente, han establecido programas a escala
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mundial que propugnan un ambiente mas sano. En ellas se analizan los distintos
componentes del medio natural, y su relacion con la deposicidbn de residuos
peligrosos, tanto en organismos animales y vegetales. Las plantas y su capacidad
de absorcién y biotransformacién son las adecuadas para tratar dichos ambientes
o cumplir una funcién de toxificadora, incluso en el hombre; consumiéndose
fresca 0 procesada; aprovechando asi los fitoconstituyentes con diferentes

implicancias sobre la salud.

Que tu ambiente sea tu medicamento, reza un dicho y afortunadamente una
buena alimentacién trae consigo la prevencion de enfermedades sobre todo las
consideradas de interés publico como son las relacionadas al metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas, asi también como las virosis y parasitosis entre
ellas la “uta”, transmitida por el vector Lutzomyia, mosquito endémico de nuestra

serrania.

La precariedad organizativa, la poca asistencia en los programas de salud publica
y la escasez econdmica hacen que muchas personas con enfermedades, se
traten con la medicina popular a base de infusiones de plantas medicinales de uso
tradicional; sin embargo los resultados son diversos; en algunos casos exitosos y
en otros pocos efectivos quiza por falta de conocimiento al uso correcto o a la
parte a utilizar de la planta, con sus bondades terapéuticas; cual sea el caso es
muy importante conocer tal efecto e interrelacionar causa-efecto, por tal motivo es
importante rescatar tal costumbre ancestral, pero con apoyo de la ciencia,
evaluar, clasificar y corroborar su efecto utilizando el método de la ciencia, ver,

observar y describir.
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Bajo esta perspectiva, se propone el programa de proteccién y estudio fitoquimico

de las plantas medicinales en la Region La Libertad.

6.1. OBJETIVOS:

6.1.1.

6.1.2.

OBJETIVO GENERAL
e Proteccion y estudio fitoquimico de las plantas medicinales de la

Regidn La Libertad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Inventariar las plantas de uso medicinal de cada provincia de la
Region.

e Clasificar las plantas de uso medicinal segln su uso popular en
cada provincia de la Region.

e Revisar estudios fitoquimicos de planta de uso medicinal.

e Caracterizacion fitoquimica preliminar de las principales plantas
de uso medicinal con potencial en enfermedades de salud
publica.

e Analisis fitoquimico molecular a las plantas de uso medicinal de
interés en salud publica.

e Producir un Vademecum de Plantas Medicinales de la Region La
Libertad, sefialando, distribucion, fitoconstituyentes y accion

farmacoldgica en enfermedades de salud publica.
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6.2.

PROGRAMA DE PROTECCION DE PLANTAS DE USO MEDICINAL DE
LA REGION

Dada la problematica ambiental y la contaminacién de nichos ecoldgicos,
como los lagos, lagunas y rios es preciso de desarrollar planes de
recuperacion y monitoreo ambiental, preservando asi las especies en
peligro o amenazadas de extincion, perdiéndose valioso material genético y
con ello la oportunidad de obtener nuevas moléculas de interés para la
industria farmacoldgica, en beneficio de la humanidad y oportunidad de
mejora de la salud por medicinas nuevas y de escasas 0 nulas resistencias

terapéuticas.

6.2.1. SUBPROGRAMA: INVENTARIO Y CLASIFICACION DE LAS
PLANTAS DE USO MEDICINAL
Es preciso contar con un inventario y clasificar las plantas segun su
uso medicinal para catalogar y sistematizar la informacién,
mejorando asi el conocimiento de éstas, sacando mejor provecho
del conocimiento ancestral del uso de las mismas, para lo cual sera
necesario, elaborar encuestas y modelos de recopilacion de datos
para luego tabular y analizar la informacion, por ello es preciso
recurrir a la fuente de la informacion como son los mercados de
abastos de plantas medicinales y/o a curanderos y publico en

general.
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6.3.

6.2.2. SUBPROGRAMA DE CARACTERIZACION FITOQUIMICA
PRELIMINAR Y MOLECULAR DE LAS PRINCIPALES PLANTAS
MEDICINALES CON POTENCIALIDAD EN SALUD PUBLICA
Las potencialidades farmacolégicas de las plantas estan en relaciéon
directa a sus fitoconstituyentes por ello se pretende hacer una
caracterizacion fitoquimica, primero desde el punto de Vvista
cualitativo, preliminar y segundo; a aquellas con mejores
potencialidades farmacoldgicas hacer un escreening cuantitativos de
sus propiedades fitoquimicas, logrando con ello conocer la molécula
implicada en la farmacocinética y farmacodinamica; en tal sentido se
orientara la investigacion a aquellos metabolitos implicados en
problemas de salud de interés publico, ya que aquellas se presentan
como un peligro social y econdmico desde el punto de vista
gubernamental, ya que implica el desarrollo de programas y politicas

del sector salud.

PROGRAMA DE POLITICA Y LEGISLACION EN LA PROMOCION DE
LA INVESTIGACION EN LA MEDICINA TRADICIONAL

Ningun programa o subprograma de los planteados anteriormente sera
posible si no se establece un marco legal, serio, claro y aplicable a la
realidad local y regional, por ello el gobierno regional y nacional del Peru a
través de DIGESA, Ministerio de Salud y Ministerio de la Produccién
deberan orientar sus politicas y Legislacion a la proteccién, preservacion e
investigacion de nuestros recursos de medicina tradicional impulsando la
creacion de Centros de Investigacion, la capacitacibn y pasantias

profesionales en peritos con un alto desarrollo farmacoldgico, asi mismo un
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incentivo a los Centros de Educacion Superior que realicen investigacion
en medicina tradicional , pudiendo ser apoyo logistico, técnico-cientifico y
porque no equipamiento e infraestructura acorde a la realidad; otra
alternativa puede ser declarar areas protegidas a zonas o lugares que

cuenten con un rico y amplia variedad de plantas de uso médico popular.

En la actualidad se cuenta con programas de rescate de medicina
tradicional en algunos lugares de nuestra Regibn como son Otuzco,
Huamachuco, Pataz y Bolivar, lugares muy arraigados en el uso de plantas
medicinales, por tal motivo las Facultades de Ciencias de la Salud deben
impartir cursos para sus estudiantes de medicina tradicional peruana, ya
gue en algun momento ellos interrelacionaran con los diferentes estratos
socio culturales de la Region y del Pais; logrando conocer sus costumbres

de cada poblador.

A pesar del esfuerzo del Gobierno Regional, DIGESA y el Gobierno
Nacional, se avanzado muy poco, en tal sentido, por ello se requiere
politicas mas agresivas y mayor incentivo en la promocion de la
investigacion en medicina tradicional peruana. Aprovechando asi un legado

ancestral en favor de nuestra ciencia y tecnologia nacional.
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Anexo 3: Figura 1: Espectro de Masas de E1 Compuesto Trans-12,13 — Epoxiestearato de Metilo
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Anexo 4: Figura 2: Espectro de Masas de E2 Compuesto Acido 3-Nitro-1,2-Bencenodicarboxilico
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Anexo 5: Figura 3: Espectro de Masas Compuesto E4
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Anexo 6: Figura 4: Espectro de Masas Compuesto S-1 Espatulenol
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Anexo 7: Figura 5: Espectro de Proton de Compuesto S-1
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Anexo 8: Figura 6: Espectro de Masas E5 y E6
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Anexo 9: Figura 7: Rompimiento del Compuesto S-1
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