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1. Titulo

Actividad leishmanicida del aceite esencial de Plumbago scandens L. sobre

promastigotes de Leishmania major like.



2. Resumen

La Leishmaniasis cutdnea y mucocutanea es una enfermedad producida por varias
especies del género Leishmania y trasmitida por la picadura de diversas especies
hematofagos del genero Lutzomia. Para su tratamiento se utilizan farmacos antimoniales
pentavalentes como la N-metilglucamina (Glucantime) que son de primera eleccion.
Alternativamente, en la medicina tradicional se usan empiricamente plantas medicinales
para tratar esta enfermedad, sin un entero conocimiento sobre sus beneficios y mecanismo
de accion, siendo una de ellas Plumbago scandens L(Plumbaguinaceae). EI presente
estudio se planted evaluar la actividad leishmanicida del aceite esencial de la planta
Plumbago scandens L. el cual fue extraido de las partes aéreas (tallos y hojas), por medio
de la técnica de arrastre de vapor, y se evalué sobre promastigotes axénicos de L. major
like, mediante la determinacion del porcentaje de inhibicién del crecimiento de los
parasitos. La determinacién del porcentaje de inhibicion se basé en la reduccion
metabolica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por accion
de la succinato-deshidrogenasa mitocondrial a un compuesto coloreado de color azul-
violeta con absorbancia méaxima a 570 nm. El farmaco de referencia usado fue la
anfotericina B. Los resultados mostraron que el aceite esencial inhibe en un 85% el
desarrollo del parésito a concentraciones de 15-30 pg/ml, provocando la lisis de éstos e
inhibiendo su reproduccion y motilidad, al tiempo que la anfotericina solo causé la
inhibicidn de su division; los resultados obtenidos en la investigacion fueron socializados a

estudiantes y Docentes de la Carrera de Laboratorio Clinico.

Palabras clave: Leishmania major like, leishmanicida, Leishmania, aceite esencial,

Plumbago scandens L, MTT.



Summary

Cutaneous and mucocutaneous Leishmaniasis is a disease caused by several species of the
genus Leishmania and transmitted by the bite of various hematophagous species of the
genus Lutzomia. For its treatment, pentavalent antimonial drugs such as N-
methylglucamine (Glucantime) are used, which are the first choice. Alternatively, in
traditional medicine empirical medicinal plants are used to treat this disease, without an
entire knowledge about its benefits and mechanism of action, being one of them Plumbago
scandens L. (Plumbaguinaceae). The present study was designed to evaluate the
leishmanicidal activity of the essential oil of Plumbago scandens L. which was extracted
from the aerial parts (stems and leaves) by steam distillation and was evaluated its activity
on axenic promastigotes of L. major like and the percentage of growth inhibition of the
parasites determinated. The determination of the inhibition percentage was based on the
metabolic reduction of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole bromide (MTT)
by mitochondrial succinate-dehydrogenase to a blue-violet colored compound, with
maximum absorbance at 570 nm. The reference drug used was amphotericin B. The results
showed that the essential oil inhibits in 85% the development of the parasite at
concentrations of 15-30 pg/ml, causing the lysis of these and inhibiting their reproduction
and motility, at the same time, amphotericin alone caused the inhibition of its division; the
results obtained in the research were socialized to Students and Teachers of the Clinical

Laboratory Career of National University of Loja.

Keywords: Leishmania major like, leishmanicide, Leishmania, essential oil, Plumbago

scandens L, MTT



3. Introduccion

La Leishmaniasis es una enfermedad que es producida por parasitos del orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae y género Leishmania. La morfologia del
parasito consta de dos formas: los amastigotes que viven en vacuolas en el interior de
células del hospedero, principalmente monocitos y macréfagos, y los promastigotes que se
forman en el interior del vector (tubo digestivo) de hematdfagos de los géneros
Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo), los cuales inoculan
promastigotes al huésped para transformarse en promastigotes metaciclicos y dar origen a

los amastigotes nuevamente formando su ciclo de vida (Botero & Restrepo, 2012).

La enfermedad es producida por al menos 20 especies de protozoos del género
Leishmania y se manifiesta en tres formas clinicas principales que son la forma cuténea,

mucocutanea y visceral.

La Leishmaniasis es endémica en mas de sesenta paises incluyendo América Central,
América del Sur, India, el Oriente Medio, el Norte de Africa y el Sur de Europa; sin
embargo, el 90 % de los casos de Leishmaniasis cutanea se presenta en 8 paises:
Afganistan, Pakistan, Siria, Arabia Saudita, Argelia, Irdn, Brasil y PerQ. Por otra parte, el
mayor nimero de casos de Leishmaniasis visceral se encuentra en la India, Bangladesh,

Nepal, Sudan y Brasil (Rios, y otros, 2008).

Se calcula que cada afio se producen en el mundo entre 0,6 millones y 1 millon de
casos nuevos de Leishmaniasis mucocutanea, que causa la destruccién parcial o completa
de las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta. Mas del 90% de los casos de

Leishmaniasis mucocutanea se producen en Brasil, Bolivia, Etiopia y Perd (OMS, 2017).

En el Ecuador se han notificado 1668 casos de Leishmaniasis en el afio 2017, siendo

la regién Costa que reporta el mayor nimero de casos (988), la Amazonia con 421



casos, la regién Sierra con 236 casos Yy region Insular con 23 casos. Las provincias con
el mayor nimero de casos son Los Rios (432), EI Oro (228), Pastaza (199), Manabi
(180), Santa Elena (134), representando el 70,32% del total de los casos del afio 2017.
El grupo de edad mas afectado es de 20 a 49afios. En cuanto a la provincia de Loja solo

se han notificado 19 casos (1,13%) (Granda, 2018).

En Ecuador, la Leishmaniasis es un importante problema de salud pablica reportado en
21 de las 24 provincias del pais, y se han identificado nueve especies como agentes
causantes de Leishmaniasis cutanea humana (CL) y Leishmaniasis mucocutanea (MCL),
Leishmania (Leishmania) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) major-like, L. (Viannia)
guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi, y L. (V.) lainsoni,
Leishmania shawi. Especies de paréasitos causantes de CL se han identificado como L. (V.)
guyanensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) braziliensis, y L. (L.) amazonensis en zonas de la
costa del pacifico, L. (L.) mexicana y L. (L.) major-like en areas del altiplano andino, y L.
(V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi, y L. (V). lainsoni en areas amazonicas

(Kato, 2016).

Los tratamientos para los casos de Leishmaniasis no son faciles de establecer, ya que
no todos los medicamentos son eficaces contra este parasito, debido a su variabilidad en
sus cepas. Otro problema frecuente es lo doloroso de los tratamientos, aunque en nuestro

pais el medicamento es gratuito en otros paises el costo es un problema agudo.

El medicamento de eleccién para el tratamiento es el antimoniato de meglumina
(Glucantime®), a pesar de presentar inconvenientes como toxicidad moderada,
administracion a altas dosis y esquemas prolongados, se continda utilizando como
medicamento de primera linea. Sin embargo, la diferente sensibilidad de las especies de

Leishmania infectante y la aparicion de resistencia en el parésito al antimonio pentavalente



inciden, ademas, en la respuesta clinica al tratamiento. Se cree que en algunos casos el
parasito no ha sido eliminado totalmente del cuerpo (OMS, 2017). Pero ¢por qué la
Leishmania es tan dificil de tratar? La respuesta probablemente esta en las complejas
interacciones que se dan entre el parasito y el sistema inmune del ser humano (Rios &

Sousa, 2011).

Es por ello, que se han propuesto diversas alternativas en el control de la enfermedad,
siendo una de ellas la utilizacion de metabolitos secundarios obtenidos de las plantas; ya
sea puros 0 en extractos crudos, se puede extraer varios compuestos de una planta en
diferentes estados como extractos o aceites esenciales. Es asi, como en los ultimos 25 afios,
de 1010 nuevas sustancias aprobadas para el manejo clinico de diferentes enfermedades,

490 (48,5%) son de origen natural (Rios, y otros, 2008).

La plumbagina, una naftoquinona, y su derivado, 2-metoxi-1,4-naftoquinona, han
demostrado accion contra Leishmania mediante la inhibicion de la enzima tripanotiona

reductasa (Tryr) (Cantd, Palomo, Flores, Lépez, & Barajas, 2012).

Los compuestos quimicos naturales y sus derivados se han propuesto como una
alternativa, y se ha reportado una menor incidencia de reacciones adversas de éstos en
comparacion con los farmacos sintéticos, ademas de ser mas econémicos (Cantu, Palomo,

Flores, Lopez, & Barajas, 2012).

En estudios similares utilizan compuestos leishmanicidas de origen natural para su
posible terapia contra esta enfermedad, se utiliza el compuesto plumbagina que posee
diversas propiedades, una de ellas es la actividad leishmanicida que ha sido comprobada en
diferentes cepas de Leishmania como L. donovani, L. amazonenzis y L. brazilencis

(Chouhan, Ozbak, Hemeg, & Afrin, 2015)



En el presente proyecto de tesis tuvo como objetivos: 1) Evaluar la actividad
leishmanicida del aceite esencial de la planta Plumbago scandens L. sobre promastigotes
de Leishmania major like, cultivados de forma in vitro; 2) Extaer el aceite esencial de las
partes aéreas (tallo y hojas) por medio de la técnica de arrastre de vapor; 3) Determinar la
actividad leishmanicida del aceite esencial por medio de la técnica del MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), ensayo colorimétrico que se basa en la reduccion
de este compuesto por accion de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa,
mostrando un cambio en la coloracion de amarillo a azul-violeta, la cual indica la
viabilidad del microorganismo al metabolizar el MTT, los resultados obtenidos fueron
efectivos al mostrar una actividad leishmanicida elevada del 85% en concentraciones de
15-30 pg/ml que inhibieron y provocaron la lisis del parasito; 4) Culminado el proyecto la
investigacion se hizo la difusion de los resultados en presencia de los estudiantes y

docentes de la Carrera de Laboratorio Clinico.



4. Revision literaria

4.1 Leishmaniasis

La Leishmaniasis pertenece al grupo de enfermedades causadas por protozoos del
género Leishmania. La infeccion corresponde a una antropozoonosis que llega al hombre

por la picadura de insectos infectados.

La Leishmania, desde su reservorio natural constituido por roedores salvajes y canidos,
entre otros, son transmitidos por fleb6tomos al hombre produciéndole una infeccion
cutanea local (boton de oriente). En ciertas ocasiones desde la puerta de entrada cutanea
los protozoos son trasladados por los macréfagos a 6rganos ricos en tejido reticulo
endotelial como la medula 6sea, higado, bazo y ganglios linfaticos produciendo un cuadro
de Leishmaniasis visceral caracterizado por hepato esplenomegalia, anemia, leucopenia e

hiper gammaglobulinemia afectando el estado general y fiebre (Prats, 2007).
4.2 Agentes Etiologicos

Los protozoos causantes de infecciobn en el hombre pertenecen a la familia
Trypasomatidae y género Leishmania, que tiene numerosas especies y subespecies, con
igual morfologia, pero difieren en su ubicacion geografica, comportamiento bioldgico,

molecular e inmunolégico y caracteristicas clinicas de la enfermedad (Jimenez, 2015).

El género Leishmania se divide en dos subgéneros Leishmania (L.) y Viannia (V.) de
acuerdo con el sitio de desarrollo en el intestino del diptero transmisor. El subgénero
Leishmania se ubica en el area suprapilorica (proxima a la proboscide), del insecto;
mientras que el subgénero Viannia se ubica en el intestino medio y posterior (Becerril,

2014).



Las caracteristicas morfoldgicas corresponden a dos formas parasitarias las cuales
adoptan segun su ciclo de vida: los amastigotes son formas intracelulares ovaladas o
redondeadas con una longitud de 2u a 5y, no poseen flagelo y se encuentran localizados en
los macréfagos de los huéspedes vertebrados. Al momento de tefiir los amastigotes se
observa un citoplasma azul claro y un ndcleo de gran tamafio de color rojo o purpura con
cariosoma central, un cinetoplasto en forma de barra y un rudimento de flagelo que no sale

al exterior.

Los promastigotes se encuentra en el huésped invertebrado el cual es inoculado por el
invertebrado, tienen una longitud entre 10y y 15u. Mediante tincion con Giemsa, se
observa que el nacleo se encuentra en la parte media del cuerpo del parasito, el
cinetoplasto se ubica en el extremo anterior y en la parte terminal se encuentra el flagelo

que tiene la misma longitud del parasito el cual le confiere motilidad (Morelos, 2015).

4.3 Ciclo de vida

Todos los géneros Leishmania poseen un ciclo de vida similar, que incluye a insectos
de la familia Psychodidae, en el nuevo mundo los vectores pertenecen al género Lutzomyia

y Phlebotomus en el viejo mundo.

El vector hembra se infecta al picar un vertebrado y succionar sangre con amastigotes y
macrofagos infectados. Su reproduccion es por medio de division binaria en diferentes
partes del tubo digestivo del vector y se los clasifica en Hypopiloria o parte superior,
Suprapyloria o anterior y Peripyloria en ambas partes. En cualquiera de éstas, los
amastigotes se alargan y desarrollan un flagelo dando origen a los promastigotes, el vector
ya infectado pica a un nuevo vertebrado donde son regurgitados promastigotes

metaciclicos, que son los paréasitos infectantes. El tiempo que le toma al vector para
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volverse infectante es de 10 dias. En la naturaleza la infeccidn es baja por lo que tienen que

picar varias veces para asi poder inocular de 10 a 200 parasitos (Chan & Pefia, 2001).

Al momento que penetran los promastigotes en la piel estos son englobados por las
células de Langerhans y otros macrofagos, dentro de los fagosomas se transforman en
amastigotes, dentro de estos se reproducen intracelularmente por division binaria hasta que
rompen la célula e invaden a nuevas células hasta causar lesiones ulcerativas por

destruccion de tejido (Becerril, 2014).
4.4 Aspectos epidemiologicos

La transmisién de la Leishmaniasis depende mucho de la ecologia y, por consiguiente,
de las circunstancias en que el hombre resulta infectado y varian considerablemente, segun
el momento y el lugar. La intervencién del hombre en un ciclo selvatico, ejemplo que es
frecuente en el Nuevo Mundo, puede dar lugar a una mayor exposicion al fleb6tomo que
forma parte de ese ciclo selvatico y por lo tanto a mayor riesgo de infeccion. En el Viejo
Mundo la mayor parte de las Leishmaniasis se contraen en zonas rurales aridas o en la
periferia de ciertas ciudades, la transmisién puede ser doméstica o peri doméstica

(Sanchez, Saens, Garces, & Reggis, 2004).
La Leishmania en la actualidad se agrupan en especies y sub especies:

e Leishmania braziliensis con las subespecies: Leishmania braziliensis braziliensis;
Leishmania braziliensis major like; Leishmania braziliensis panamensis.

e Leishmania mexicana, con las subespecies Leishmania mexicana mexicana,
Leishmania mexicana amazonensis; Leishmania mexicana garnhami.

e Leishmania mexicana venezuelense.

e Leishmania peruviana.
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e Leishmania tropica.
e Leishmania mayor.

e Leishmania aethiopica.

e | eishmania donovani, con las subespecies: Leishmania donovani infantum,

Leishmania donovani chagasi (Sanchez, Saens, Garces, & Reggis, 2004).

4.5 Leishmania Visceral

Se denomina también kala-azar (que significa “fiebre negra”). Se han descrito seis
especies como agentes de LV; las mas importantes pertenecen al complejo L. donovani: L.
(L.) donovani, L. (L.) infantum y L. (L.) chagasi, estas dos ultiméas indistinguibles entre si.
Ocasionalmente se han descrito casos de LV causadas por L. (L.) tropica en el Viejo
Mundo; L. (L.) mexicana y L. (L.) amazonensis en el Nuevo Mundo. L. (L.) donovani es el
agente mas importante en Asia y Africa, y L. (L.) infantum predomina en el Mediterraneo

europeo, en tanto que L. (L.) chagasi en las Américas (Becerril, 2014).
4.5.1. Patologiay patogenia.

El kala-azar es una enfermedad que compromete el sistema fagocitico mononuclear
(SFM), por lo que afecta de manera preferente el bazo, higado, medula ésea y ganglios. El
bazo, que por lo general esta considerablemente aumentado de tamafio, es nodular y en los
casos cronicos, hay fibrosis. En el higado con frecuencia hay infiltrado linfomonocitario de
los espacios porta. En la medula dsea hay presencia de amastigotes intracelulares y
depresion de la serie roja y blanca. Los ganglios mesentéricos son los mas comprometidos

(Botero & Restrepo, 2012).
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4.5.2 Sintomatologia.

Las personas que se infectan por cualquiera de los parésitos que causan kala-azar, en
las areas endémicas, pasan por tres fases: i) estadio asintomatico; estudios poblacionales en
Brasil muestran que entre 80-88% de los infectados son asintomaticos; ii) estadio
subclinico, con frecuencias que varian de 12 a 19% de los afectados; iii) estadio clinico,
que son una minoria, entre 1.1 y 1.3%. El periodo de incubacion promedio es de 2 a 4
meses (rango entre tres semanas a mas de dos afios). En la forma asintomatica las personas
no desarrollan sintomas ni hay evidencia de visceromegalia o hipergammaglobulinemia;
sin embargo, la prueba de leishmanina es positiva, asi como titulos bajos de anticuerpos

especificos (Botero & Restrepo, 2012).

Los pacientes con formas subclinicas desarrollan fiebre baja, leve adinamia, anemia
(~70%) y visceromegalia (~50% hepatomegalia y ~30% esplenomegalia), pero sin
pérdida de peso, ni signos de hemorragia. Lo relevante en los examenes de laboratorio son
titulos altos de anticuerpos especificos e hipergammaglobulinemia (>60%); la leishmanina
puede ser positiva 0 negativa y en 30% se puede detectar el parésito en examenes de
medula 6sea. En aquellos que desarrollan enfermedad clinica, se pueden diferenciar tres
periodos que tienen implicancias diferentes en el prondstico: i) fase aguda, es el periodo
inicial, en donde los pacientes desarrollan fiebre, moderada adinamia, pérdida de peso,
hepatosplenomegalia, y signos moderados de sangrado (Sanchez, Saens, Garces, & Reggis,

2004).

Los signos clinicos méas relevantes son: fiebre, palidez y esplenomegalia (firme y de
superficie lisa). En el laboratorio se evidencia anemia moderada (usualmente
normocrémica y normocitica), leve trombocitopenia, moderada hipergammaglobulinemia,

altos titulos de anticuerpos y el examen de la medula ésea usualmente es positivo; en
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cambio, la prueba de leishmanina se torna negativa, ii) fase de estado (también se conoce
como la forma “clésica”), en donde el cuadro clinico se desarrolla plenamente; los
sintomas, signos y hallazgos laboratoriales son similares a la fase aguda, pero mas
marcados; asi, la fiebre es alta (38-39°C, pero puede alcanzar 40-41°C) con diferentes
patrones (continua, ondulante y remitente), severa adinamia, visceromegalia muy
acentuada; los signos de sangrado son frecuentes y a los hallazgos de laboratorio ya

descritos se agrega neutropenia (Sanchez, Saens, Garces, & Reggis, 2004).
4.5.3 Diagnostico.

El principio basico en el diagndstico de LV es tratar de demostrar el parasito, ya sea en
los ganglios linfaticos, bazo o la medula 6sea. La aspiracion de los ganglios linfaticos es el
procedimiento mas sencillo, pero el de menor positividad (<55%); la aspiraciéon de la
medula dsea es méas dolorosa, requiere experiencia y su sensibilidad varia entre 70-90%.
La puncion esplénica tiene una alta sensibilidad, mayor a 95%, pero requiere de un clinico
entrenado, debe realizarse con el paciente hospitalizado y existe el riesgo de rotura del
bazo; ademas, los pacientes deben tener un minimo de 40 000 plaquetas/mm3 y tiempo de

protrombina normal (Becerril, 2014).

Para confirmar si la enfermedad se dispone de varias pruebas que ayudan al

diagndstico, los métodos de laboratorio utilizados son:

a) Busqueda del parésito. Con el material obtenido por puncion esplénica o de medula
Osea, se hacen extendidos para buscar formas de amastigotes dentro del sistema
reticulo-endotelial, la presencia de nucleo y cinetoplasto es la caracteristica que
distingue a los amastigotes de la Leishmania. Los amastigotes se visualizan mediante la

coloracion con Giemsa, Wright o hematoxilina-eosina (Werner, 2013).
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b) Cultivos. EI material obtenido por el aspirado, ademas de la bdsqueda directa del

d)

parasito (coloracién de Giemsa), se puede utilizar para cultivos in vitro, ya sea en
medios NNN, Schneider o RPMI, los que tienen una sensibilidad superior a la
busqueda directa (Werner, 2013).

Prueba de la PCR. Es la mas sensible y especifica. El diagnostico parasitologico tiene
mayores limitaciones en los pacientes con oligoparasitosis, también se debe hacer la
diferenciacion con la malaria ya que estas pueden coexistir entre ellas. Se usa con
efectividad en las pruebas de co-infeccion con SIDA.

Pruebas serologicas

Prueba de ELISA. presenta una sensibilidad mayor del 90%. Se ha empleado la
proteina recombinante rK39 como antigeno tiene una especificidad del 98% y
sensibilidad mayor del 95%.

e Inmunofluorescencia indirecta (IFI). Presenta una sensibilidad del 90%, pero es
menos especifica por la reaccion cruzada con Tripanosoma cruzi.

e Prueba de aglutinacion directa(DAT). La prueba positiva es equivalente al
diagnéstico de extendidos de ganglio linfatico o medula 6sea y tiene una
sensibilidad del 91%.

e Hemaglutinacion indirecta. Mediante esta prueba se ha obtenido una especificad
del 100%

e Reaccidn de hipersensibilidad tardia. La Prueba de Montenegro indica en contacto

previo del paciente con el parasito (Werner, 2013).
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4.6 Leishmaniasis tegumentaria americana (LTA)

La Leishmaniasis tegumentaria en las Américas se conoce desde la época precolombina,
documentada por la existencia de huacos antropomarficos representando lesiones cutaneas

Y mucosas.

La enfermedad puede manifestarse de tres formas clinicas diferentes: cutanea (LC),
mucocutanea (LCM) y cutanea difusa (LCD). En algunos paises la Leishmaniasis recibe
nombres populares, como Ulcera de los chicleros en México, pian bois en las Guayanas, uta
en Peru para las formas cutaneas y espundia para las formas cutaneo-mucosas en Per( y

Bolivia (Werner, 2013).
4.6.1 Patologiay patogénesis.

La lesion correspondiente a la entrada del parasito corresponde a una reaccién
inflamatoria en el tejido conectivo formandose una papula y al desarrollarse la inmunidad
se produce necrosis de la dermis y ulceracion. Los parasitos se diferencian de otros
microorganismos por la presencia de nucleo y cinetoplasto. El infiltrado estd conformado
por plasmocitos, linfocitos y células gigantes. Existe atrofia cutanea y desaparicion de la
epidermis. Si los parasitos son fagocitados por neutrofilos, se destruyen en los

fagolisosomas, pero no los que entran a los macréfagos (Becerril, 2014).

En la invasién mucocutanea ademas de las lesiones ulcerativas, se presentan cordones
epiteliales que entran profundamente en la dermis. La mucosa muestra una reaccion
infiltrativa y ulcerativa. En las formas enérgicas o difusas no hay necrosis, ni granulomas y
los parasitos se multiplican en gran cantidad en los histiocitos o macrofagos (Becerril,

2014).
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4.6.2 Sintomatologia.

La forma clinica de la enfermedad dependerd de las caracteristicas bioldgicas de
especie 0 subespecie de Leishmania, pero la localizacion de las lesiones cutaneas
dependerd, principalmente, de las caracteristicas de comportamiento del vector y del

hospedero (Becerril, 2014).
4.6.3 Enfermedad cutanea.

La lesion cutanea tipica es la ulcera, que suele tener un fondo granuloso grueso, con
bordes bien delimitados, de tinte violaceo, méas de 80% de los pacientes la desarrollan. Al
inicio, en el sitio de la picadura e inoculacion del paréasito, aparece un eritema pruriginoso
que evoluciona a papula y vesicula pustulosa de base indurada, que luego se abre como una
pequefia ulcera, la que se cubre de una costra. La lesion inicial puede ser Unica (~60-70%
de los casos) o multiple y, en ocasiones, las lesiones pueden confluir; las ulceras por lo
general tienen bordes netos y edematosos con un color violaceo, son indoloras y cuando se
retira la costra que las cubre, se aprecia un fondo granulomatoso grueso, hiperémico y

sangrante (Botero & Restrepo, 2012).

Si la lesion se ha infectado, lo cual es frecuente, se aprecia un exudado blanco
amarillento que en ocasiones puede tener mal olor, con dolor local y desarrollo de
linfangitis y aumento de los ganglios regionales. Desde el punto de vista morfolégico, es
muy dificil distinguir las lesiones causadas por las diferentes especies de Leishmania; sin
embargo, se acepta que L. (V.) braziliensis es la mas agresiva. Las zonas de la piel mas
afectadas son las descubiertas, principalmente cara, miembros superiores e inferiores. Es
raro observar lesiones en la palma de las manos, planta de pies o cuero cabelludo. Otras
formas morfolégicas son lesiones infiltrativas en placas, nddulos subcutaneos o

formaciones vegetantes (Werner, 2013).
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4.6.4 Enfermedad mucosa.

Se observan tres patrones en el compromiso mucoso: 1) el intermedio, que ocurre en
mas de 80% de los casos, en donde las lesiones mucosas se desarrollan en un lapso mayor
a dos afios posteriores a la cicatrizacion de las lesiones cutaneas. La enfermedad se inicia
en el tabique nasal y progresivamente (meses a afios) compromete las otras mucosas, en
ausencia de tratamiento especifico; 2) patron lento, ocurre en menos de 10% de los
pacientes con Leishmaniasis mucosa (LM), en donde la lesion queda restringida a la
cavidad nasal (tabique y cornetes) y permanece casi estacionaria por afios(inclusive >30
afios), y 3) patron rapido, en menos de 10% de los pacientes con LM, en donde mdltiples
mucosas son comprometidas en menos de seis meses, y con frecuencia la lesion cutanea

esta activa (Becerril, 2014).

En alrededor de 99% de los casos las lesiones mucosas se inician en el tabique (tercio
inferior y medio) y cornetes nasales; despues se extienden por contiguidad hacia la
rinofaringe, cavidad oral (principalmente Gvula y paladar blando), epiglotis y cuerdas

vocales.

En el compromiso nasal, al inicio se aprecian lesiones inflamatorias, hiperémicas,
infiltrativas, con escaso tejido granulomatoso, poco doloroso y escaso sangrado. Cuando se
compromete la mucosa del paladar blando, las lesiones tienden a ser proliferativas,
granulosas, que en casos muy severos puede dar una imagen de cruz, denominada la Cruz

de Escomel; estas lesiones tienden a ulcerarse (Becerril, 2014).

En casos avanzados, se puede observar amputaciones del tabique nasal (que produce lo
que se ha denominado nariz de tapir o huanucoide), cornetes o parte de las alas de la nariz.
El compromiso de la epiglotis, cuerdas vocales y la traquea conlleva a la pérdida de voz

(disfonia), dolor a la deglucién de los alimentos (disfagia) y dificultad respiratoria (disnea).
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Los pacientes con compromiso severo y crénico estan propensos a infecciones respiratorias

intercurrentes (usualmente aspirativas) y representa riesgo de muerte (Becerril, 2014).
4.7 Leishmania difusa

La enfermedad evoluciona hacia una forma impetiginosa o infiltrativa, no ulcerada, en
la que se encuentra alteracion del sistema inmunitario, con intradermorreaccion negativa y
abundantes parésitos en las lesiones, se asocia generalmente a L. mexicana y L.

amazonensis (Botero & Restrepo, 2012).
4.7.1 Diagndstico.

El diagnostico presuntivo se basa, en primer lugar, en las caracteristicas clinicas de la
enfermedad, las mas importantes de las cuales son lesion ulcerativa, no dolorosa, con un
fondo granulomatoso grueso, con bordes indurados, violaceos y con una duracién mayor a
cuatro semanas. El segundo aspecto importante es el antecedente epidemiologico (Botero

& Restrepo, 2012).

El diagndstico definitivo requiere la demostracion del parasito, el cual puede ser por

diferentes métodos:

a) Demostracion de los amastigotes en el frotis y/o biopsia. El frotis es el método mas
comun, y hay diferentes procedimientos para tomar la muestra, entre ellos, por raspado
con hoja de bisturi, espatula, por aspiracion con una aguja hipodérmica o micropipeta.
La mejor muestra es aquella rica en linfa y sin sangre, gérmenes o mucus que impiden
una buena observacion. EI método de coloracion es el Piensa y debe observarse con
objetivo de inmersion por 30 minutos (Botero & Restrepo, 2012).

Los paréasitos se encuentran libres o en el interior de los macréfagos. En las lesiones

recientes y no tratadas, el hallazgo de los amastigotes es mas frecuente, lo que no
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ocurre en lesiones contaminadas o crénicas. Se trata de un método barato, pero de baja
sensibilidad porque es afectado por tratamientos previos o sobreinfeccion bacteriana y
requiere de personal entrenado para su lectura.

Los cultivos in vitro. El material se obtiene por aspiracion o biopsia, el cual debe
triturarse antes de la inoculacion al medio de cultivo. La obtencion de la muestra es
méas complicada en lesiones nasales. EI mas usado es el NNN suplementando con
sangre desfibrinada de conejo (15%), otros medios son el RPMI o M199. Los cultivos
deben mantenerse a 23°C y se tornan positivos entre 3-30 dias, siendo lo usual de 7 a
15 dias. La sensibilidad es alrededor de 60-70%, pero las desventajas son que se
requiere tener sistemas de incubacién con temperatura controlada y microscopios
invertidos, infraestructura limitada en las areas endémicas. Este material también se
puede usar para la determinacion de la especie de Leishmania, mediante la hibridacién
de K-DNA vy el uso de los anticuerpos monoclonales (Werner, 2013).

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Es el método méas sensible (>90%); sin
embargo, su uso requiere de equipos sofisticados y personal altamente entrenado, por
lo que se restringe aun en laboratorios especializados. Ademas del PCR clésico, se
dispone RT-PCR (PCR en tiempo real), PCR-RLFP.

Biopsia. Técnica que ademas de ser utilizada en el diagnostico parasitolégico, permite
el estudio histoldgico. El diagndstico de Leishmaniasis recidivans cutis es dificil con
los métodos parasitologicos usuales porque el ndmero de parasitos es escaso, sin
embargo, con el PCR la sensibilidad se incrementa de manera significativa. El
diagnostico inmunoldgico se refiere a la deteccion de una respuesta inmune mediada
por células o de anticuerpos especificos para leishmanina (Becerril, 2014).

Prueba intradérmica de Montenegro. Prueba que consiste en la inoculacion intra

epidérmica de un extracto proteico (concentracion 30 mg/ml) de un lisado de
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promastigotes de Leishmania procedentes de un cultivo en masa. La aparicién de una
macula-papula en el punto de inoculacion a partir de las 48 horas se considera positiva
(diametro igual o mayor a 5 mm). Es util cuando no se puede hacer diagnostico
parasitologico porque su correlacion con la clinica es buena (la sensibilidad varia entre
85-95% vy la especificidad entre 88-93%, dependiendo de la forma clinica); sin
embargo, su limitacion es la falta de estandarizacion. Existe reaccion cruzada con la
enfermedad de Chagas. (Becerril, 2014).

Pruebas seroldgicas. La inmunofluorescencia indirecta y ELISA son los métodos mas
usados para la deteccién de anticuerpos. Dan reaccidn cruzada, principalmente con
enfermedad de Chagas y kala-azar. Teniendo en cuenta que las diferentes especies de
Leishmania varian en forma considerable en cuanto a su capacidad para inducir
anticuerpos detectables, en Leishmaniasis tegumentaria estas pruebas son poco usadas

por limitaciones en la sensibilidad y especificidad (Botero & Restrepo, 2012).

4.8 Principales factores de riesgo

4.8.1 Condiciones socioeconémicas.

La pobreza aumenta el riesgo de Leishmaniasis. Las malas condiciones de vivienda y

las deficiencias de saneamiento de los hogares (por ejemplo, la ausencia de sistemas de

gestion de residuos, alcantarillado abierto) pueden promover el desarrollo de los lugares de

cria y reposo de los fleb6tomos y aumentar su acceso a la poblacion humana. Los

fleb6tomos se ven atraidos por el hacinamiento, ya que constituye una buena fuente de

ingesta de sangre (LOpez, Tartaglino, Steinhorst, Salomén, & D., 2016).

Las pautas de comportamiento humano (por ejemplo, dormir a la intemperie o en el

suelo) también es probable que aumenten el riesgo. El uso de mosquiteros tratados con

insecticida reduce el riesgo.
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4.8.2 Malnutricion.

Las dietas bajas en proteinas, hierro, vitamina A y cinc aumentan el riesgo de que la

infeccion progrese hacia el kala-azar.
4.8.3 Movilidad de la poblacion.

Las epidemias de las dos formas principales de Leishmaniasis a menudo se asocian con
la migracién y el desplazamiento de personas no inmunizadas a zonas donde ya existen
ciclos de transmision. La exposicion en el trabajo y el aumento de la deforestacion siguen
siendo factores importantes. Por ejemplo, asentarse en zonas previamente boscosas
significa acercarse al habitat del fleb6tomo, lo que puede llevar a un aumento rapido del

numero de casos (OMS, 2017).
4.8.4 Cambios ambientales.

Los cambios ambientales que pueden influir en la incidencia de la Leishmaniasis son,
entre otros, la urbanizacion, la integracion del ciclo de transmision en el habitat humano y
la incursion de las explotaciones agricolas y los asentamientos en las zonas boscosas

(OMS, 2017).
4.8.5 Cambio climatico

La Leishmaniasis es sensible a las condiciones climéticas, y los cambios en las
precipitaciones, la temperatura y la humedad influyen en gran medida en la enfermedad. El
calentamiento de la Tierra y la degradacion del suelo afectan en muchos aspectos a la

epidemiologia de la Leishmaniasis:

e Los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad pueden tener efectos
importantes en los vectores y los reservorios animales, al alterar su distribucion e

influir en las tasas de supervivencia y el tamafio de la poblacion;



22

« Pequerias fluctuaciones en la temperatura pueden tener un acusado efecto en el ciclo
de desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los fleb6tomos, y permitir que

el parasito se transmita en zonas donde la enfermedad no era previamente endémica;

o Las sequias, las hambrunas y las inundaciones que se producen como consecuencia
del cambio climatico pueden llevar a desplazamientos masivos y la migracion de
personas hacia zonas de transmision de la Leishmaniasis, y la desnutricion puede

debilitar la inmunidad de las poblaciones afectadas (OMS, 2017).
4.9 Plumbago

El género Plumbago esta constituido por unas 20 especies de arbustos y herbaceas
perennes, mas raramente anuales, que habitan en las regiones célidas del mundo. El
nombre genérico, debido a Tournefort y consagrado por Linneo, deriva del vocablo latino
plumbum con el significado de plomo que, parece ser se utilizaba para designar a ciertas
plantas no bien definidas, a las que se suponia remedios eficaces contra los
envenenamientos producidos por este metal. El epiteto especifico deriva de la voz latina
Scando, trepar y alude al héabito trepador de esta planta (Judd, Campbell, Kellogg, &

Donoghue, 2007).
4.9.1 Clasificacion botanica.

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliophyta

e Orden: Plumbaginales

e Familia: Plumbaginaceae

e Género: Plumbago (Saji, 2015)
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4.9.2 Caracteristicas generales.

El género Plumbago pertenece a la familia Plumbaginaceae y comprende plantas
originarias de las regiones de clima templado y tropical (Ulloa, 2015). En el Ecuador se
encuentra distribuido por diferentes lugares como: Galapagos, Guayaquil, Tungurahua,

Loja, Catacocha, Manabi y Esmeraldas (Croat, Carlsen, & Levin, 2007).

Se trata de plantas anuales o perennes de porte arbustivo y trepador, de aspecto muy
variado por su crecimiento muy desordenado con tallos que llegan a desarrollarse hasta 4,5
m en las plantas espontaneas, pero si se cultiva oportunamente organizada sobre tutores, se
pueden tener plantas muy decorativas y mas contenidas. Las flores, asociadas en
inflorescencias en espiga de 20 a 30 cm de largas, son de color azul o rojo segun la especie
y la variedad y estan constituidas por una parte tubular de unos 4 cm de largo que se abre

en una corola formada por 5 pétalos y de unos 2,5 cm de ancho (Elicriso, 2016).
4.9.3 Plumbago scandens

a) Nombre cientifico. Plumbago scandens L.

b) Sinonimia: P. zeylanica.

c) Sinonimia popular. Cola de iguana, estrefiiria, hierba del alacran, hierba del pescado,
hierba de culebra,

d) Boténica y ecologia. Es una planta arbustiva de 1 a 2m de altura. Las hojas son més
anchas que largas. Las flores son de color blanquecinas, parecen trompetitas y algunas
veces, cuando estan secas se ponen rojizas, estan agrupadas formando unos ramilletes
muy vistosos (Encalada, 2018).

Originaria de indias occidentales. Nativa de regiones templadas célidas a tropicales
del mundo. Planta silvestre, crece a orilla de caminos, en bosque tropical caducifolio

(perdida de follaje) y matorral xerdfilo (semidesierto) (Lasser, 1974).
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e) Etnobotanica y antropologia. Se aplica también contra las verrugas, pitiriasis alba, el
dolor de articulaciones, heridas, picaduras y raspaduras. Sus diferentes partes se pueden
utilizar como cremas, pastas, extractos e infusiones para su uso.

f) Quimica. De las ramas de Plumbago_scandens se han aislado los quinoides plumbagin
(también presentes en hoja y raiz), iso shimanolona y el esterol beta-sitosterol. En los
pétalos de las flores se ha identificado el flavonoide azaletin-3-ramnosido (UNAN,

2009).
4.10 Quinonas y naftoquinonas

Las quinonas son compuestos organicos que se derivan de compuestos aromaticos
mediante el intercambio de un nimero par de electrones hacia grupos carbonilo o cualquier
reordenamiento necesario de dobles enlaces; resultando una estructura ciclica diona
completamente conjugada. Estas actuan como agentes alquilantes y por ello resultan
altamente tdxicas, se sabe que interactian con flavoproteinas para generar especies
reactivas de oxigeno (ROS) las cuales pueden inducir lesiones bioldgicas (Leyva, Carrillo,

Lopez, Avellaneda, & Navarro, 2016).

Un subgrupo importante dentro de la familia de las quinonas son las naftoquinonas,
estas forman parte de un grupo de metabolitos secundarios, los cuales, son frecuentemente
utilizados como pigmentos naturales, de estos se han evidenciado propiedades citotoxicas
basadas en su habilidad para generar especies reactivas de oxigeno e interferir con los
procesos de respiracion celular, tienen como caracteristica estructural dos grupos carbonilo
en las posiciones 1,4 y con menor frecuencia en 1,2 o 1,3 en el anillo del naftaleno(figura
N°1); en la naturaleza se presentan con grupos hidroxilo y/o metilo como sustituyentes

(Rosales, 2016).
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Figura N°1 Las 1,4-naftoquinonas son una de las

clases quimicas con mayor importancia

@]

bioldgica dentro de la familia quinona y se
encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, al igual que varias quinonas, éstas
pueden generar especies reactivas de oxigeno,
1,4- naftoquinona 1,2-naftoquinona

Estructuras de naftoquinonas (Ahuga, 2016). asi como superdxidos y radicales hidroxilo,
ademas se ha descrito que la porcién quinona puede actuar como un electrofilo y

reaccionar con diferentes blancos bioldgicos en varias especies de mamiferos incluyendo a

los humanos(Ahuga, 2016).
4.11 Plumbagina

Plumbagina o 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona (figura N°2) se extrajo por primera
vez de la raiz de Plumbago zeilanica L., también conocida como “Chitrak”. Este
metabolito esta presente en plantas de las familias Plumbaginaceae, Droseraceae,
Ebenacea, Ancestrocladaceae y Dioncophyllaceae, presenta una estructura quimica comun
naftoquinona, un hidroxilo y un metilo en las posiciones C-5 y C-2, respectivamente

(Araujo, y otros, 2014).

Figura N° 2 Las propiedades citotoxicas de plumbagina estan
relacionadas con su nucleo de quinona el cual contribuye a
su actividad terapéutica, este permite la conduccién de

electrones de un donador de dos electrones a un aceptor de

un electrén en la cadena respiratoria, tanto en células

Plumbagina . .

eucariontes como procariontes formando asi un generador
Estructura quimica de
plumbagina (Ahuga, 2016).
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superdxido. Debido a su grupo hidroxilo, la plumbagina es capaz de formar quelatos muy
estables con varios metales de importancia bioldgica, y se ha pensado que estas
interacciones pueden ser algunos de los posibles mecanismos para sus actividades
bioldgicas. Se sugiere que el grupo hidroxilo de plumbagina es necesario para la inhibicién
de la actividad acetiltransferasa y que el grupo metilo puede producir un efecto inductivo
positivo a la fraccion quinoide haciendo a plumbagina un anticancerigeno mas potente

(Ahuga, 2016).

La plumbagina se ha utilizado durante siglos en la medicina india y china, se conoce su
uso como tinte para el cabello, colorante de la piel, también se ha utilizado en el
tratamiento del acné, tifia, hongos, enfermedades inflamatorias, infecciones bacterianas,
parasitarias y virales. Ademas de sus propiedades anticancerigenas, se ha informado que
plumbagina presenta varias actividades biolégicas como, antimicrobiano, antibacteriano,
antiaterosclerético, radiosensibilizante, inhibidor de la topoisomerasa Il, antinflamatorio e

inmunosupresor (Ahuga, 2016).

4.12 Métodos de evaluacion de actividad leishmanicida

La reduccidn inherente de las células o microorganismos vivos sirve como un indicador
de actividad metabdlica y, por lo tanto, de viabilidad celular; cuando se mide el potencial
de reduccién celular en una poblacion, la sefial es proporcional al numero de células
vivas. El indicador redox en nuestros ensayos de viabilidad de células de alamarBlue y
PrestoBlue (resazurin) se convierte en resorufinas de moléculas indicadoras fluorescentes y
colorimétricas en células metabolicamente activas, y sirve como un indicador de viabilidad
/ citotoxicidad muy confiable y sensible. Los ensayos que involucran a MTT o XTT usan
la reduccion para generar un resultado fuertemente coloreado denominado formazén

(Escobar, Rivera, & Aristizabalo, 2010).
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4.12.1 Técnica de Resazurina

La resazurina fue introducida como indicador de viabilidad celular no tdxica, util para
monitorear la proliferacion celular y la citotoxicidad. En particular, este colorante (azul no
fluorescente) se reduce en dos pasos, irreversiblemente a resorufina (rosado altamente
fluorescente), y en una segunda etapa reversible, a dihidroresorufina, compuesto incoloro y
no fluorescente, procesos que se asocian principalmente con la mitocondria de células
viables. La resorufina es difundida al medio permitiendo el continuo monitoreo de la
proliferacion y/o muerte celular (citotoxicidad) asociada al tratamiento con xenobidticos
sobre células humanas, animales, bacterias, parasitos e incluso hongos (Escobar, Rivera, &

Aristizabalo, 2010).

4.12.2 Técnica de XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-

carboxanilida)

La técnica XTT, una prueba especifica utilizada frecuentemente para estudios de
crecimiento e inhibicion celulares, puede, en ciertos casos, necesitar mayor especificidad,
para lo que requiere el perfeccionamiento apropiado que le permita superar los problemas
de medicion que se pudieran presentar. Esta técnica detecta las células vivas en
crecimiento o su inhibicion por la presencia (0 ausencia) de actividad de enzimas
mitocondriales que reducen las sales de tetrazolium a compuestos de formazan, enzimas

que dejan de emitirse cuando la célula muere (Fukusaki, y otros, 2015).
4.12.3 Tecnica de MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.

Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. Al
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reducirse, el MTT se convierte en un compuesto de la familia formazanos, de color violeta
e insoluble en agua. Para cuantificarlo se suele disolver en un disolvente organico, como
DMSO (dimetilsulféxido) o SDS (dodecil-sulfato sodico) y se mide su color mediante la

absorbancia de 570nm (Escobar, L; Aristizabal, F, 2010).

En el presente estudio se utilizo la técnica del MTT, la cual se desarroll6 mediante el
uso de promastigotes de Leishmania major like cultivados en medio RPMI 1640, el aceite
esencial de la planta Plumbago scandens L. se extrajo por medio de la técnica de arrastre
de vapor y se prepararon ocho diluciones seriadas con diferentes concentraciones: dilucion
1:2 (120pg/ml), 1:4 (60ug/ml), 1:8 (30ug/ml), 1:16 (15ug/ml), 1:32 (7,5ug/ml), 1:64
(3,75ug/ml), 1:128 (1,87ug/ml), 1:256 (0,9ug/ml) y su accion fue evaluada por medio del
reactivo del MTT; el ensayo se distribuyd en placas de 96 pocillos, teniendo en cuenta las
muestras problemas, que contiene el medio de cultivo con paréasitos y el aceite esencial,
controles, que contiene medio de cultivo con parésitos sin aceite esencial; blancos, que
contiene medio de cultivo sin parasitos; las pruebas se realizan por cuadriplicado. El

farmaco de referencia se lo distribuye de igual manera que el aceite esencial.

La placa del ensayo que contiene a los parasitos con el aceite esencial se deja incubar a
28 °C por 24 horas, cumplido el tiempo de incubacion se coloca el reactivo del MTT y se
incuba a 35°C por 4 horas mas, una vez cumplido el tiempo de incubacion anterior se
dispensa el SDS (Dodecil sulfato sodico) para disolver los cristales de formazan, que se
forman por la reaccion del parasito con el MTT. Finalizado el ensayo se realizan las
lecturas en el Espectrofotometro a una longitud de onda de 570nm, obteniendo las
absorbancias del ensayo para su posterior calculo del porcentaje de inhibicion parasitario,
es decir el porcentaje de inhibicion que tuvo cada una de las diluciones seriadas del aceite

esencial sobre los promastigotes Leishmania major like.
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5. Materiales y métodos

5.1 Tipo de estudio

El estudio es experimental, prospectivo.
5.2 Area de estudio
El proyecto se lo desarroll6 en el Laboratorio de Analisis Quimico, adscrito a la
Direccion de Investigacion de la Universidad Nacional de Loja, ubicado en el sector La
Argelia, en la ciudad de Loja — Ecuador.
5.3 Grupo de estudio
Estuvo constituido por medios de cultivo con promastigotes de Leishmania major like.
El nimero de medios de cultivo utilizados en el proyecto de tesis fueron de 38.
5.4 Muestra que se utilizo en el ensayo
Constituido por promastigotes de Leishmania major like, cultivados en medio de
cultivo RPMI 1640 sin rojo fenol y glutamina. La cantidad usada en cada ensayo es de 6.4
ml/placa, es decir 80pl/pocillo que contienen alrededor de 4x10° promastigotes. El nlimero
de ensayos realizados fueron de 18 placas de 96 pocillos, es decir 1440 pruebas.
5.5 Criterios de inclusion
e Promastigotes de Leishmania major like, en fase logaritmica de reproduccién.
e Parésitos cultivados in-vitro viables y sin contaminacién microbiolégica.
5.6 Criterios de exclusion
e Contaminacion en fase analitica.

e Cambios morfoldgicos del promastigote.
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5.7 Métodos, técnicas y procedimientos

Fase Pre analitica

Materia prima
Colecta de planta

La planta Plumbago scandens L, se recolecté en septiembre de 2017, en el canton
Palanda, provincia de Zamora Chinchipe (Ecuador), a 115Km de la ciudad de Loja
(4°38'59"S 79°07'56"0). Se recolecto las partes aéreas de la planta: tallos y hojas para su
procesamiento, una muestra se preservd para su identificacion taxondmica. La
identificacion de la planta se la realizé en el Herbario Reinaldo Espinoza de la Universidad
Nacional de Loja por el taxonomo Bolivar Merino, que por las caracteristicas y
componentes de la planta se pudo identificar que se trataba de Plumbago scandens L.; la
planta se encuentra registrado en el herbario con baucher EC14-069, cddigo con el cual se

puede encontrar registrada a la planta.

El material fresco fue desinfectado con solucion de hipoclorito de sodio al 0,5 %, se
escurrio el exceso de agua y se conservo a 8 °C hasta su procesamiento.
Parasitos

Promastigotes de Leishmania major like

La cepa de Leishmania major like, fue provista por el Instituto Oswaldo Cruz, con el
codigo 10CL2021 y conservados en medio NNN (Novy, Nicolle y McNeal), que consiste
en agar BHI (brain-heart-infution) suplementado con un antibidtico (gentamicina), sangre
de conejo desfibrinada y medio Schneider's Drosophila (GIBCO ®), los paréasitos fueron
incubados a una temperatura de 28°C y se realizaron pases o resiembras cada siete dias en

cultivos frescos. Ver anexo 1


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Cant%C3%B3n_Palanda&params=-4.6498_N_-79.1321_E_type:city

31

El medio Schneider Drosophila, se usé como suplemento para los medios de cultivo
NNN, convirtiéndolo en un medio bifasico, el medio Drosophila se lo prepard con suero
fetal bovino inactivado (SFBI), gentamicina o anfotericina. Ver anexo 2
Fase Analitica

Obtencidn del aceite esencial (AE) de Plumbago scandens L.

El aceite esencial (AE) se obtuvo por arrastre de vapor en un equipo de destilacion,
donde se uso tallos y hojas. La extraccion inicia armando el equipo de destilacion: que
consta de un balén con agua calentado con una estufa calefactora, un refrigerante unido al
balén de tres bocas que contiene el material vegetal, que al igual que el primer balon es
calentado con una estufa calefactora, por Gltimo, con el otro refrigerante se conecta el
matraz colector. Los destilados de color amarillo intenso y olor penetrante fueron
colectados en un bal6n en bafio de hielo. Posteriormente fueron lavados varias veces con
hexano en un embudo de separacion hasta que el solvente no present6 color amarillo. Ver

anexo 3

Para evaluar la pureza del AE se realiz6 una Cromatografia en capa fina (TLC,
Silicagel 60 F,s54, MERCK®) usando como eluyente una mezcla de hexano: acetato de etilo
80/20 ml y en la cual se evidencid la presencia de varias franjas visibles con luz
ultravioleta de 254 nm, indicando la presencia de varias sustancias. La purificacién por
cromatografia de columna se realiz6 usando silicagel 60 (0,063-0,200mm, MERCK®) y
como eluyente una mezcla de hexano: dietil éter 5/0,4 ml. Una cromatografia final en capa
fina (TLC) indico la presencia de un solo componente, en este caso es de la plumbagina
que presenta un color amarillo. El producto obtenido se conservo en un matraz de vidrio,

en refrigeracion y al amparo de la luz.

Para el ensayo de actividad leishmanicida se prepararon ocho concentraciones con

factor de dilucion 1:2, partiendo de 120 pg/ml que es la primera concentracion hasta la
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ultima de 0,9 pug/ml; el aceite esencial se disolvio con DMSO (dimetil sulfoxido) ya que es

un solvente que no afecta a la estructura del parésito.
Preparacion de medio de cultivo RPMI 1640

Para el cultivo axénico de promastigotes de Leishmania se utilizd6 medio RPMI 1640
(GIBCO ®), sin rojo fenol y glutamina, suplementado con 20% de suero fetal bovino
inactivado (SFBi), 0,03 % glutamina, gentamicina 200 pg/ml y 2 % de orina estéril de
hombre adulto, su incubacion se la realiza a una temperatura de 28°C y al cuarto dia de

incubacion estara listo para el ensayo de actividad leishmanicida. Ver anexo 4
Cuantificacion de parasitos en camara de Neubauer

El recuento de paréasitos de Leishmania major like se lo realiza antes de iniciar el ensayo
de actividad leishmanicida, esto para corroborar el crecimiento y el niUmero de paréasitos
que deben ir en cada pocillo del ensayo, los recuentos se llevaron a cabo desde el dia 0 al
dia 8 de crecimiento en camara de Neubauer, para ello se tomé diez microlitros de cultivo
original de los parasitos, se realiz6 un factor de dilucion de 1/10 con agua ultra pura, se
tomaron 10ul de la dilucion y 1ul de azul de toluidina para evidenciar viabilidad. La
dilucion se colocé en cada reticulo para realizar el conteo de parésitos en los 5 cuadrantes
que son los 4 cuadrados externos (L1, L2, L3, L4) y el cuadrado central (A, B, C, D, E) de
cada reticulo (2), dentro y sobre las lineas de la camara. Si se presentaban rosetas estas
fueron contadas como un parasito. que son los 4 cuadrados externos (L1, L2, L3, L4) y el

cuadrado central (A, B, C, D, E) de cada reticulo (2). Ver anexo 5

Preparacion de soluciones, reactivos y farmaco de referencia

Se prepar6 la solucién de PBS (solucién salina fosfatada) utilizada para disolver el

reactivo del MTT que se utiliza para el ensayo, la preparacion del reactivo del azul de
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toluidina se utiliz6 para el conteo de los parasitos en la camara de Neubauer; el farmaco de
referencia que este caso se usé la anfotericina, se prepararon ocho diluciones seriadas
iniciando con la dilucién 1:2 (2ug/ml) hasta la dilucion de 1:256 (0,01ug/ml). Ver anexo 6
Técnica de MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

El ensayo colorimétrico de actividad antiparasitaria, expresada en porcentaje de
inhibicién, se lo realizo con el MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol, el cual es reducido por la succinato-deshidrogenasa mitocondrial presente
en microorganismos Vivo, y origina un compuesto de color violeta, el formazan, el cual se
solubiliza con Dodecil sulfato sédico (SDS) o dimetil sulfoxido (DMSO) y se mide la
absorbancia a 570 nm. El ensayo se lo realizé en promastigotes de Leishmania major like.

Ver anexo 7

Ensayo de actividad antiparasitaria

El ensayo realizado sobre Leishmania major like permite determinar la capacidad
citotoxica de un producto, comparando el crecimiento del parésito en fase exponencial en

un medio de cultivo sin tratar, con otro que se le afiadira el producto a ensayar.

Para esto se aplicara la técnica de reduccion de MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) que determinara la densidad de los paréasitos en cada pocillo por
medio de la absorbancia a 570nm, esto permitira realizar el calculo de la actividad anti-

parasitaria (AP). Como farmaco de referencia se utiliz6 anfotericina B.

9%AP=100-[(Ap-Ab)/(Ac-Ab) x100]

Ap: absorbancia del problema
Ab: absorbancia del blanco
Ac: absorbancia del control
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Ensayo de actividad frente a Leishmania major like

El ensayo se realizé preparando un cultivo en masa con un inoculo de 4x10°
promastigotes/ml a partir de un cultivo en fase de crecimiento exponencial (cuarto dia de

cultivo), en un volumen final de 15 ml.

El ensayo se lo realizé al tercer dia de la preparacién del cultivo en masa, se lo hizo en
condiciones estériles en una placa de 96 pocillos, se coloca 80 ul/pocillo de medio con
parésitos, se afiadid el producto a ensayar a razon de 10ul/pocillo y se incubo durante

24horas a 28°C. Se tuvo en cuenta la siguiente distribucion de pocillos:

e Blancos: medio de cultivo sin paréasitos.
e Controles: cultivo con parasitos en masa sin el producto.

e Ensayo: cultivo con parasitos en masa mas el producto

Pasado el tiempo de incubacion se observd en el microscopio invertido que no haya
contaminacion alguna y asi controlar que el ensayo se estd realizando de la manera

correcta.

Completadas las 24 horas de incubacion, se afiadio 10ul/pocillo de MTT y se incubo a
35°C por 4 horas méas para que haya la reaccion; una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se agregd 100ul/pocillo de SDS para disolver los cristales de formazén
producidos por la reaccién del MTT. Acabada nuevamente la incubacion con el SDS se
procedio a la lectura en el espectrofotometro a 570nm. La anfotericina B que es el farmaco
de referencia se ensayd a ocho concentraciones empezando de 2 pg/ml y realizando

diluciones seriadas 1:2.
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Fase post analitica
Calculos de porcentaje de inhibicién parasitaria

Se realizaron los célculos de la inhibicion parasitaria, en la cual se utilizé las
absorbancias problema (Ap), blancos(Ab) y controles (Ac). La absorbancia del blanco se
resta del control y de la prueba, se divide y luego se multiplica por 100 que nos dara como
resultado su viabilidad, y al final se resta para 100 que es el porcentaje de inhibicion del

parésito; se utilizd una hoja de calculo de Excel (Microsoft Excel ®). Ver anexo 8
% Inhibicién = 100 [Ap —4b 100]
o Innipicion = Ac — Ab
Calculos del recuento de paréasitos en Camara de Neubauer

Los célculos del recuento de la camara de Neubauer son los siguientes:

1. Recuento del reticulo superior (5 cuadrados) + Recuento del reticulo inferior (5
cuadrados) = recuento total de parasitos por 10 cuadrados, que son los 4 cuadrados
externos (L1, L2, L3, L4) y el cuadrado central (A, B, C, D, E) de cada reticulo (2).

2. Recuento total de parasitos en los 10 cuadrados de los 2 reticulos /2 = Recuento
promedio de la camara de Neubauer.

3. Recuento promedio de la camara de Neubauer *10,000(4x10%) * ___ factor de dilucién
= Numero de parasitos/ml.

4. EIl nimero total de parésitos en el medio original es: parasitos/ml *

(ml volumen de cultivo) = Total de parasitos en el medio de cultivo.
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6. Resultados

Ensayo de la actividad antiparasitaria del aceite esencial de Plumbago scandens L

Tabla 1

Actividad leishmanicida del aceite esencial contra Leishmania major like expresada como

porcentaje de inhibicion.

% inhibicidn del crecimiento de parasitos

Diluciones seriadas 1 2 3 4 5 6 7 8
(1:2) (14 (1:8) (1:16) (1:32) (1:64) (1:128) (1:256)
Concentraciones pg/ml 120 60 30 15 7,5 3,75 1,87 0,9

Porcentaje de inhibicion (%) 19,4 58,5 80,7 85,1 72,1 72,9 73,1 75,1

Interpretacion

Se prepararon diluciones seriadas con factor de diluciéon 1:2. En la tabla se presenta

cada dilucién con su concentracion respectiva.

En la primera (120 pg/ml) y segunda (60 pg/ml) diluciones, si bien los porcentajes son
de 19,4 y 58,5 % que indican una baja inhibicién del crecimiento del parésito, la
confirmacion microscopica demostré lo contrario, al observar la eliminacién total de los
parasitos en estas dos diluciones, esto debido a que la oxidacién que existe entre el aceite
esencial y el medio de cultivo con parasitos dan una coloracién intensa que interfiere al
momento de la lectura dando un falso negativo en el ensayo con la concentracion de las
dos diluciones a probar. En la tercera (30 pg/ml) y cuarta (15 pg/ml) diluciones, el
porcentaje de parasitos muertos es del 80,7 y 85,1% siendo las concentraciones mas
efectivas detectadas por la absorbancia contra el parasito, mientras tanto las diluciones
siguientes desde la quinta (7,5 png/ml) hasta la octava (0,9 pg/ml) guardan una correlacion

del 72,1-75,1% en cuanto a la inhibicidn del crecimiento del parasito.
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Tabla 2

Actividad leishmanicida del aceite esencial contra Leishmania major like expresada como

porcentaje de inhibicion.

Microscopia

Diluciones seriadas 1 2 3 4 5 6 7 8
(1:2) (1:4) (1:8) (1:16) (1:32) (1:64) (1:128) (1:256)

Concentraciones (ug/ml) 120 60 30 15 7,5 3,75 1,87 0,9

PV - - + + ++ ++ ++ ++

MICI"OSCOpla PM ++++ ++++ +++ +++ ++ ++ ++ ++

Nota: PV, promastigotes vivos; PM, promastigotes muertos; -, Negativo; +, 10-20 p/c(paréasitos por campo); ++, 20-

40 p/c; +++, 40-60 p/c; ++++, >60 plc.

Interpretacion

Para corroborar las lecturas hechas por espectrofotometro a una longitud de onda de
570nm, se realiz6 la microscopia de la placa con un microscopio invertido antes y después
del ensayo, para verificar si hay contaminacion y contrastar las absorbancias con la

actividad de cada concentracion.

Como se menciond en la tabla anterior en la primera (120 pg/ml) y segunda (60 pg/ml)
diluciones, si bien el porcentaje de inhibicidn es bajo (19,4 y 58,5 %), en la microscopia
observamos la muerte total de parasitos es decir mas de 60 parasitos/campo (++++); en la
tercera (30 pg/ml) y cuarta (15 pg/ml) diluciones, la observacion de parasitos muertos(PM)

es de +++ (40-60 p/c) y paréasitos vivos (PV) es de + (10-20 p/c); mientras que desde la



38

quinta (7,5 pg/ml) hasta la octava (0,9 pg/ml) diluciones, la observacion de parasitos

muertos (PM) es de ++ (20-40 p/c) y parasitos vivos (PV) es de ++ (20-40 p/c).

La técnica utilizada para evidenciar la actividad leishmanicida fue la del MTT
(bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), la cual que por accion de la
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa metabolizan este compuesto dando como
resultado un compuesto coloreado azul-violeta (formazan), para la lectura del ensayo de
actividad leishmanicida se utilizd un espectrofotometro con una longitud de onda de
570nm; los resultados obtenidos por medio de la técnica son satisfactorios en cuanto a la
demostracion de la actividad leishmanicida del aceite esencial sobre promastigotes de
Leishmania major like; en tanto que el farmaco de referencia no tuvo una buena accion al
inhibir o eliminar el parasito. Para el ensayo del MTT se us6 un blanco de aceite esencial
de Plumbago scandens L. mas el medio de cultivo RPMI 1640 sin parasitos, esto por la
oxidacion que se da en las concentraciones utilizadas en el ensayo, este blanco se restara de

la muestra problema al realizar los calculos correspondientes. Ver anexo 9

La técnica que se utilizo para la extraccion del aceite esencial de la planta Plumbago
scandens L. fue por arrastre de vapor, la cual consiste en un equipo de destilacién en donde
el vapor de agua va a arrastrar a las particulas de aceite generadas por el calentamiento de
tallos y hojas de la planta, de 8.7 Kg de la planta (tallos y hojas) se obtuvieron 830 mg de
aceite esencial puro en forma de cristales, que contiene la plumbagina, principio activo

usado para ensayo de actividad leishmanicida.

Los resultados obtenidos del proyecto de tesis fueron difundidos a docentes y

estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico. Ver anexo 10y 11
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7. Discusion

En los ultimos afios se ha demostrado actividad de diversas plantas sobre paréasitos del
género Leishmania, entre los cuales se menciona Kalanchoe pinnata, Plumbago scandens,
Physalis angulata, Piper aduncum, Tabernaemontana australis e Phyllanthus amarus

(Silva & Oliveira, 2016).

Segun Gutiérrez (2017), la plumbagina y 8,8°0- biplumbagina resulté activa contra
promastigotes y amastigotes intracelulares de Leishmania donovani, mostrando una
actividad leishmanicida eficaz con una Concentracion Inhibitoria (IC 50) de 0,21uM y
Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis con un 1C90= 5ug/ml (Gutierrez, Drier,
& M., 2017). Ademas, un segundo estudio sefiala que la plumbagina es conocida por
interrumpir la actividad de la tripanotiona reductasa (tryr), enzima esencial para la
supervivencia del parasito cuando este presenta un estrés oxidativo (Chouhan, Ozbak,
Hemeg, & Afrin, 2015). En comparacion con el primer y segundo estudio, los resultados
obtenidos en el presente estudio, indica que la plumbagina presenta actividad
leishmanicida en un 80,7% en la concentracién de 30 pg/ml de aceite esencial de la planta
Plumbago scandens L. y 85,1% con una concentracion de 15 pg/ml de aceite esencial en
promastigotes de Leishmania major like, siendo una especie diferente a las antes

mencionadas; probando que actta en la inhibicion de la enzima tripanotioma reductasa.

Un tercer estudio realizado en la India (2017) en donde la plumbagina extraida de las
raices de Plumbago auriculata Lam se usO para determinar la actividad leishmanicida
contra Leishmania major, la falta de citotoxicidad indic6 resultados bajos (Saji, 2015). En
mencion al estudio anterior, investigadores Kenianos (2017) mezclan extractos acuosos y
metanolicos de Plumbago capensis y Aloe secundiflora, para demostrar que la

combinacion acuosa tiene un efecto sinérgico/complementario mayor que inhibi6 el
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crecimiento del parasito (IC 50 de 118.57ug/ml) de L. major. (Ndungu, Ingonga, Gicheru,
& Anjili, 2017). La presente investigacion guarda una correlacién en referencia a los
estudios mencionados, en el cual, el uso de la plumbagina extraida de la planta Plumbago
scandens L. en forma de aceite esencial, actla sobre promastigotes de Leishmania major
like; cabe recalcar que hay diferencias entre el tercer y cuarto estudio, ya que se uso el
aceite esencial de la planta Plumbago scandens L. extraido de hojas y tallos obteniendo un
producto puro, y no por extractos acuosos o metanélicos que se extraen de raices y hojas

de otra especie, demostrandonos la actividad leishmanicida del aceite esencial.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de tesis son satisfactorios, ya que se
podria incorporar a la planta Plumbago scandens L. dentro de las plantas medicinales
utilizadas para el tratamiento de Leishmaniasis, en este caso sobre la cepa de Leishmania
major like. Esta planta podria servir para la sintesis de nuevos medicamentos como

alternativa para el tratamiento de la Leishmaniasis.

En base a los resultados in vitro del proyecto de tesis realizado, este servira como un
inicio para la continua investigacion del aceite esencial de la planta Plumbago scandens L.
hasta la realizacion de pruebas in vivo, en donde se demostrara si hay o no toxicidad para

su uso como farmaco en personas con Leishmaniasis.



41

8. Conclusiones

Los resultados obtenidos nos sugieren que la presencia del principio activo de la
plumbagina, compuesto extraido de la planta Plumbago scandens L en forma de aceite
esencial, tiene un efecto leishmanicida sobre promastigotes de Leishmania major like,
con mas precision siendo las concentraciones de 30 y 15 pg/ml que muestran accion
leishmanicida sobre del 80% de los parésitos; en tanto que las concentraciones de 120 y
60 pg/ml aunque su porcentaje en los resultados es bajo, la confirmacion por
microscopia nos dio como resultado la muerte total de parasitos, esto a razon de la
intensidad del aceite en las concentraciones mencionadas y a su vez por la oxidacion
del mismo por los parésitos.

El ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)
utilizado, es el adecuado para la medicion de viabilidad celular, con ciertas
modificaciones en si para la medicion exacta del ensayo. Otro ensayo que puede ser
utilizado es el de la resazurina que por medio de la fluorescencia se mide la viabilidad
celular al igual que el MTT.

El aceite extraido de hojas y tallo pertenecientes a la planta Plumbago scandens L
demostré una importante actividad leishmanicida frente a promastigotes axénicos de
Leishmania major like en las diferentes concentraciones preparadas, al inhibir su
multiplicacion y eliminar el parésito.

Se realizo la difusion de los resultados obtenidos de la investigacion a los estudiantes y

docentes de la carrera de Laboratorio Clinico.
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9. Recomendaciones

En el caso del ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) que generalmente se utiliza una concentracion de 5mg/ml, se usé
una concentracion elevada que fue de 20mg/ml para que pueda demostrase
colorimétricamente la reaccion del desdoblamiento del bromuro por la enzima
mitocondrial del parésito, ya que el desdoblamiento de este compuesto por parte de
los parésitos es muy lento.

Se cambiaron y validaron algunas variables en la técnica durante el desarrollo de
las pruebas 20 placasx96, como es el caso de la incubacion que se hace
generalmente a 25°C en la mayoria de las cepas de Leishmania, la cepa utilizada se
incubo a 28°C por su desarrollo y estabilidad desde el inicio de la prueba hasta la
finalizacion de la misma, ya para la prueba con el MTT se incubé a 35°C por 4
horas y con el SDS 4 horas mas. Cabe recalcar que se usé un kit de MTT (Vibrant
MTT Cell Proliferation Assay Kit).

Teniendo en cuenta la alta reactividad del MTT con microorganismos que puedan
metabolizarlo, se sugiere tener el espacio y material adecuado para trabajar

Unicamente en el ensayo.
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Anexo 1.- Protocolo para la preparacion de medio de cultivo Novy, Nicolle y

McNeal (NNN).

UNIVERSIDAD
£7BF NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio de
Anélisis Quimico

Protocolo para la
preparacion de medios de
NNN

Caodigo: LFQ-P-001

Revision: 6 | Edicion: V.3
mayo 2018

Fecha: 4 junio 2018

Objetivo. Permitir el crecimiento adecuado del parésito.

Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes

Fundamento: Son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en

condiciones fisicas dptimas, permiten el crecimiento de los microorganismos.

Materiales y reactivos:

e Material bioldgico: 20ml sangre de conejo

e Agar base: BHI(Brain-Heart-Infution)

e Gentamicina

e Lampara de alcohol

e Tubos plasticos conicos con tapa rosca (estériles)

e Matraz de 100 mL
e Perlas de vidrio

e Agua destilada

e Pipeta serologica

e Pro-pipeta

Equipos:
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e Autoclave
e Céamara de bioseguridad
e Estufa

e Balanza analitica
Procedimiento

e Realizar la asepsia de nuestras manos

e Colocarse el equipo de bioseguridad (guantes, mascarilla, traje protector, mandil)

e Preparar el material con el que se va a trabajar.

e Pesar la cantidad de 5,2g de agar base que se va a utilizar,

e Disolver el agar pesado en 84 ml de agua destilada y calentar hasta que hierva, se sella
y se autoclava por 15 minutos a 121°C.

e Dejar enfriar hasta que se encuentre tibio, colocar 15 ml de sangre de conejo recién
extraida, la cual se la desfibrina en un matraz con perlas de vidrio y se inactiva (56°C
por 30 minutos).

e Agregamos 100ug/ml de Gentamicina o Estreptomicina, o los dos juntos.

e Mezclar y dispensar en los tubos a medida de 4cm.

e Dejar enfriar los medios para que se solidifiquen inclinados (pico de flauta).
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Anexo 2.- Protocolo para la preparacion de medio de cultivo Drosophila

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio de Analisis
Quimico

i

Protocolo para la
preparacion de medio de
cultivo Drosophila

Codigo: LFQ-P-003

Revisiéon: 4 | Edicion: V.2
abril 2018

Fecha: 4 mayo 2018

Objetivo. Permitir el crecimiento adecuado del parasito.

Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes

Fundamento: Son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en

condiciones fisicas dptimas, permiten el crecimiento de los microorganismos.

Materiales y reactivos:

e Medio Schneider Drosophila
e SFBI

e Gentamicina

e Tubos plasticos conicos con tapa rosca (estériles)

e Lampara de alcohol
e Probetas 50 mL
e Vaso de precipitacion 50 mL

e Filtros 0,22 um
Equipos:

e Autoclave
e Camara de bioseguridad

e Estufa
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e Balanza analitica
Procedimiento

e Realizar la asepsia de nuestras manos

e Colocarse el equipo de bioseguridad (guantes, mascarilla, traje protector, mandil)

e Preparar el material con el que se va a trabajar.

e Enuna probeta colocamos 10 ml de suero fetal bovino inactivado (56°C por 1 hora).

e Colocamos 1ml de una solucion de 200 ug/ml de gentamicina, 2 ml de orina estéril.

e Colocamos el medio Schneider Drosophila (GIBCO®) hasta llegar a la marca de 50ml
de la probeta.

e Para esterilizar el medio de cultivo por filtracion, lo colocamos en un vaso de
precipitacion, aspiramos con la jeringuilla todo el medio, colocamos el filtro y
dispensamos en los tubos o frascos de cultivo.

e Una vez distribuido el medio se lo somete a un control de calidad dejandolo incubar a
37°C por 24 horas.

e Refrigerar hasta el momento de su uso.
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Anexo 3.- Protocolo de extraccion de aceite esencial

. UNIVERSIDAD
. NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio de
Anélisis Quimico

Protocolo para la
extraccion de aceite
esencial

Codigo: LFQ-AE

Revision: Edicion: V.1
12 sept/2017

Fecha: 14 octubre 2017

Objetivo: Obtener el aceite esencial de la planta por medio del arrastre de vapor.

Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes

Fundamento: Técnica mediante la cual se obtiene una sustancia que forma parte de la

planta por medio de arrastre de vapor. El cual consistird que por medio de vapor se

extraiga el aceite en estado de vapor que una vez pase por el refrigerante se condensara de

forma liquida.

Materiales

e Material bioldgico: Planta Plumbago Scandens: hojas y tallo.

e 2 estufas de calentamiento.

e 3 balones de boca esmerilada de diferente medida

e 1 baldn de tres bocas
e 2 matraces

e 6 tapones esmerilados
e 4 soportes universales
e 6 pinzas noble nuez.
e 1termOmetro

o 1 refrigerante

Equipos:
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1 equipo de refrigeracion automatico

Procedimiento:

Separar las partes aéreas de la planta, lavar y deja secar.

Introducir las hojas y tallos en el baldn de tres bocas.

Armar el equipo de destilacion: colocar cada balén en un soporte universal y debajo de
este, colocar una estufa calefactora, conectar entre si con el refrigerante, por ultimo,
con el otro refrigerante conectar el matraz colector.

Introducir en el primer balon de agua y encender la estufa calefactora.

Encender la estufa que se encuentra debajo del baldn de tres bocas.

Encender el equipo de refrigeracion que esta conectado en el segundo refrigerante.
Esperar hasta que empiece a salir el aceite.

Una vez terminado se procede a concentrar el aceite en el rotavapor.
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Anexo 4.- Protocolo para la preparacion de medio de cultivo RPMI (sin rojo fenol,

ni glutamina)

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio de

Analisis Quimico

Protocolo para la
preparacion del medios de
RPMI

Codigo: LFQ-P-005

Revision: 14
mayo/2018

Edicion:
V.2

Fecha: 5 junio 2018

Objetivo. Permitir el crecimiento adecuado del parasito.

Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes

Fundamento: Son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en

condiciones fisicas dptimas, permiten el crecimiento de los microorganismos.

Materiales y reactivos:

e Medio RPMI 1640(sin rojo fenol y glutamina

e Glutamina

e QOrina estéril

e Suero fetal bovino inactivado

e Gentamicina

e Lampara de alcohol

e Tubos plasticos conicos con tapa rosca (estériles)

e Frascos de cultivo 50 mL

e Probetas 50 mL

e Vaso de precipitacion 50 mL

e Filtros 0,22 um

Jeringuillas 60 ml

Equipos:
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e Autoclave
e Céamara de bioseguridad
e Estufa

e Balanza analitica
Procedimiento

e Realizar la asepsia de nuestras manos

e Colocarse el equipo de bioseguridad (guantes, mascarilla, traje protector, mandil)

e Preparar el material con el que se va a trabajar.

e Enuna probeta colocamos 10 ml de suero fetal bovino inactivado (56°C por 1 hora).

e Colocamos 1ml de una solucién de 100 ug/ml de gentamicina, 1ml de orina estéril, 1ml
de una solucion de 15mg/ml de glutamina.

e Colocamos el medio RPMI 1640 hasta llegar a la marca de 50ml de la probeta.

e Para esterilizar el medio de cultivo por filtracion, lo colocamos en un vaso de
precipitacion, aspiramos con la jeringuilla todo el medio, colocamos el filtro y
dispensamos en los tubos o frascos de cultivo.

e Una vez distribuido el medio se lo somete a un control de calidad dejandolo incubar a
37°C por 24 horas.

e Refrigerar hasta el momento de su uso.
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Anexo 5.- Protocolo para el recuento de parasitos en cAmara de Neubauer

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio de Analisis
Quimico

&
A

Protocolo para el recuento
de parasitos en camara de
Neubauer

Codigo: LFQ-0O-001

Revision: Edicion: V.1
10 junio
2018

Fecha: 10 junio 2018

Objetivo. Realizar el recuento de parasitos y ver su viabilidad en el cultivo.

Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes

Fundamento: el recuento manual se lo efectla para saber el nimero de parasitos que se

encuentran aproximadamente en el medio de cultivo.

Materiales:

e Material biologico: Promastigotes de Leishmania cultivados en medio liquido (RPMI

+ SBF)
e Azul de toluidina
e Puntas 10-100 pl
e Pipetas de 10-100 pl
e Camara de Neubauer

e Cubre objetos
Equipos

e Camara de Bioseguridad

e Microscopio

Procedimiento:

e Cologue el objetivo 10 x en el trayecto optico del microscopio en campo iluminado.
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Estime el volumen de la suspension celular de la cual se toma la alicuota para evaluar.
Se toma 10 pl del cultivo original, se realiza una dilucion de 1:10 con agua ultra pura.
De la dilucion hecha tomamos 10 pl y 1 pl de azul de toluidina para evidenciar la
viabilidad. Homogenizar bien.

Mezclar la suspension con azul de toluidina de 5 a 8 veces.

Se coloca la dilucion en cada reticulo de la camara para realizar el conteo en los 5
cuadrantes (4 externos y 1 central), dentro y sobre las lineas de la camara.

Coloque el hemocitometro en el microscopio y enfoque con el objetivo de 40x
Cuente por separado los paréasitos vivos(refringentes) y los muertos(azules) que sean
observadas en cada uno de los cuadros por considerar.

Calcule sus resultados.
Los célculos del recuento de la camara de Neubauer son los siguientes:

Recuento del reticulo superior (5 cuadrados) + Recuento del reticulo inferior (5
cuadrados) = recuento total de paréasitos por 10 cuadrados, que son los 4 cuadrados
externos (L1, L2, L3, L4) y el cuadrado central (A, B, C, D, E) de cada reticulo (2).
Recuento total de parasitos en los 10 cuadrados de los 2 reticulos /2 = Recuento
promedio de la camara de Neubauer.

Recuento promedio de la cdmara de Neubauer *10,000(4x10%) * ___ factor de dilucién
= Numero de parasitos/ml.

El nimero total de parésitos en el medio original es: parasitos/ml *

(ml volumen de cultivo) = Total de parasitos en el medio de cultivo.
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Anexo 6.- Medios de cultivo, soluciones, reactivos y farmaco de referencia.

e Soluciones y reactivos.

PBS (solucion salina fosfatada)

ClNa.................. 89
POsHNaz............... 1,21g
POsHK................. 0,349

Agua destilada ....... 1000 ml

Solucion de MTT (Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit)
MTT 20 mg + 1ml PBS

SDS 1g + 10 ml HCI 0,01 N

Azul de toluidina

Azul de toluidina...... Img

Agua destilada......... 10 ml

Farmaco de referencia

Para el ensayo de actividad leishmanicida se utilizé la Anfotericina B, es un antifingico
con actividad parasitaria, presenta variacion en funcién de la especie. Se prepararon ocho
diluciones seriadas comenzando con la dilucion 1:2 (2ug/ml), 1:4 (1pg/ml), 1:8
(0,5ug/ml), 1:16 (0,25pug/ml), 1:32 (0,125ug/ml), 1:64 (0,06ug/ml), 1:128 (0,03pg/ml) y la

dilucion de 1:256 (0,01pg/ml), como solvente se usé Dimetil sulfoxido (DMSO)
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Anexo 7.- Protocolo para el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol)

UNIVERSIDAD | Protocolo para el ensayo de | Codigo: LQF-MTT

NACIONAL DE | MTT (bromuro de 3-(4,5- | Revision: Edicion: V-5
LOJA dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- 24 Junio

5

Laboratorio de difeniltetrazol) Fecha: 3 Julio

Analisis Quimico

Objetivo: El ensayo del MTT se lo utiliza para determinarla viabilidad o supervivencia de

celulas ante el posible efecto citotoxico de un agente.
Alcance:

Personal encargado, técnico, estudiantes y docentes
Fundamento:

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa
en un compuesto coloreado de color azul (formazéan), permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan producido.
Materiales

Material vivo: promastigotes de Leishmania

Sustancia a probar: Aceite esencial de Plumbago Scandens
Soluciones y reactivos:

e Kitde MTT (Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol)
MTT (Sigma) 20 mg
PBS 1ml (Tampdn fosfato salino (phosphate buffer saline).)

e SDS (Dodecil sulfato s6dico)
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HCI0.01 M
Pipetas automaticas 1-100ul
Puntas

Micropocillos

Equipos:

Microscopio invertido
Espectrofotometro
Incubadora

Cabina de flujo laminar

Procedimiento

1)

2)

3)

4)

5)

Los promastigotes a utilizar se encuentran en medio de RPMI suplementado con
SFB, glutamina, orina estéril y gentamicina.

Realizar la preparacion de soluciones:

e MTT 20mg/ml + 1ml de solucion salina fosfatada (PBS)

e SDS1g+ 10mlde HCI0.01 M

Se prepara un cultivo en masa con un inéculo de 4 x 10° promastigotes/ml a partir
de un cultivo en fase de crecimiento exponencial (dia cuatro de cultivo), en un
volumen final de 15 ml.

Al tercer dia el cultivo en masa esta listo para el ensayo de actividad.

En condiciones estériles, se reparte en una placa de 96 pocillos, a razén de 80
pl/pocillo, teniendo en cuenta tres tipos de pocillo:

e Blancos, que contienen medio de cultivo sin parasitos

e Controles, que contienen el cultivo en masa sin producto

e Problema, que contienen cultivo en masa y producto a ensayar.
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6) Terminada la distribucion de pocillos se afiade el aceite esencial de Plumbago
scandens a razon de 10 pl/pocillo y se incuba durante 24 horas a 28 °C.

7) Pasadas 24 horas de incubacion, se observa al microscopio invertido, controlando
que el ensayo se desarrolla adecuadamente y no existe contaminacion.

8) Seguido al tiempo de incubacion se anaden 10 pul de MTT a cada pocillo.

9) Seincuba 4 horas a 35°C, para que tenga lugar la reaccion de reduccion del MTT.

10) Transcurrido ese tiempo se aflade 100 pl de SDS para disolver los cristales de
formazan obtenidos como consecuencia de la reduccion del MTT.

11) Se incuba nuevamente a 35°C por 4 horas.

12) Una vez que se han disuelto los cristales se procede a la lectura en

espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm.



Anexo 8.- Calculos de inhibicion parasitaria

Tabla 3

Lecturas de absorbancia y calculos de inhibicion segun la formula:
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% Inhibicién = 100 — [A—p —4b 100]
Ac — Ab
Concentraciones/Absorbancias ~ Repeticiones ~ Ap Ab Ac % Inhibicion
Concentracion 1 R, 0,657 0,222 0,935 38,9
R, 0,856 0,223 0,887 4,6
R; 0,771 0,225 0,873 15,7
R4 0,843 0,236 0,965 16,7
Concentracion 2 R, 0,524 0,222 0,935 57,6
R, 0,532 0,223 0,887 53,4
R; 0,476 0,225 0,873 61,2
R4 0,516 0,236 0,965 61,5
Concentracion 3 R, 0,323 0,222 0,935 85,8
R, 0,361 0,223 0,887 79,2
R; 0,39 0,225 0,873 74,5
R4 0,362 0,236 0,965 82,7
Concentracion 4 R; 0,298 0,222 0,935 89,3
R, 0,306 0,223 0,887 87,5
R3 0,325 0,225 0,873 84,5
R, 0,387 0,236 0,965 79,1
Concentracion 5 R; 0,367 0,222 0,935 79,6
R, 0,407 0,223 0,887 72,2
R3 0,444 0,225 0,873 66,2
R, 0,456 0,236 0,965 69,8
Concentracion 6 R; 0,309 0,222 0,935 87,7
R, 0,376 0,223 0,887 76,9
R3 0,509 0,225 0,873 56,1
R, 0,458 0,236 0,965 69,5
Concentracion 7 R, 0,354 0,222 0,935 81,4
R, 0,414 0,223 0,887 71,2
R; 0,45 0,225 0,873 65,2
R4 0,429 0,236 0,965 73,5
Concentracion 8 R, 0,386 0,222 0,935 76,9
R, 0,37 0,223 0,887 77,8
R; 0,432 0,225 0,873 68,05
R4 0,402 0,236 0,965 77,2

Nota. R;-R,, repeticiones; Ap, absorbancia problema; Ab, absorbancia blanco; Ac, Absorbancia control.



Tabla 4
Promedio de Absorbancias y porcentaje de inhibicion

Concentraciones pg/ml Ap Ab Ac % Inhibicién
120 0,7817  0,2265  0,9150 19,30
60 0,512 0,2265  0,9150 58,50
30 0,359 0,2265  0,9150 80,70
15 0,329 0,2265  0,9150 85,10
75 0,4185  0,2265  0,9150 72,10
3,75 0,413 0,2265  0,9150 72,90
1,87 0,4117  0,2265  0,9150 73,00
0,9 0,3975 0,2265  0,9150 75,10

Nota. Ap, absorbancia problema; Ab, absorbancia blanco; Ac, Absorbancia control.
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Anexo 9.- Absorbancias del ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol) por el espectrofotometro

Longitud de onda: 570nm.

Tabla 5

Absorbancias del ensayo de actividad leishmanicida realizadas en el espectrofotometro
EPOCH2 (Biotek).

Muestra

Aceite
esencial P.
Scandens L

Anfotericina
B

Nota.R1-R2, repeticiones; C1-C2, concentraciones pg/mL del aceite esencial + ensayo del MTT; Blanco 1-Blanco 2,
medio de cultivo RPMI sin paraésitos; Control 1-Control 2, medio de cultivo RPMI con parésitos; Blanco del aceite, AE
+ RPMI sin MTT.
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Anexo 10.- Difusién de resultados

~

Descripcion: Socializacién de resultados en el Aula agna Dr. Edmundo
Granda U. de la Facultad de la Salud Humana, el 24 de julio de
2018. Asisten estudiantes y Docentes de la Carrera de Laboratorio
Clinico.
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TEMA: Difusion de resultados de Actividad leishmanicida del aceite esencial de
Plumbago scandens L. sobre promastigotes de Leishmania major like.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Anexo 12.- Evidencias fotogréficas

Descripcion:

Descripcion: TLC, Plumbagina. En el Descripcion: Cromatografia de columna.
recuadro el AE.
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Preparacién de medios de cultivos

Descripcion: Preparacion del medio NNN Descripcion: Preparacion del medio RPMI

Ensayo de MTT

Descripcion: Distribucion de medios de Descripcion: Distribucion de AE.
cultivo, blancos y controles.
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Descripcion: Distribucion de medios de
cultivo, blancos y controles.

Descripcion: Lectura del ensayo de MTT en Descripcion: Ensayo de MTT. Placas de
espectrofotdmetro Epoch2. ensayo después (izquierda) y antes (derecha)
de la lectura en el espectrofotémetro.
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&

Descripcion: Promastigotes muertos (azul) por Descripcion: Descripcion: Promastigotes |
efecto del AE de P. scandens L. En el recuadro de L. major like en medio NNN
rojo, promastigote vivo.



73

Anexo 13: Certificacion de traduccion

Dr. Luis Alberto Morocho Yaguana

Docente de la Carrera de laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja,

CERTIFICA
Haber revisado la traduccién al inglés del resumen de la Tesis, titulada “Actividad
leishmanicida del aceite esencial de Plumbago scandens L. en promastigotes de

Leishmania major like”, ¢l cual es correcto y hace referencia al contenido del citado

trabajo.

Loja, 24de agosto de 2018

Docente Carrera Laboratorio Clinico




