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RESUMEN

Introduccion. La investigacion basada en plantas medicinales es una de las estra-
tegias recomendadas para la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra
la leishmaniasis. En este estudio, se demuestran las potencialidades de productos

Revisores derivados de Bixa orellana L. sobre Leishmania amazonensis, agente causal de la lei-

Roberto Cafiete Villafranca
Direccion de Salud Publica. Universidad de
Ciencias Médicas. Matanzas, Cuba

shmaniasis cuténea (LC). Métodos. Se obtuvieron los productos de las semillas de
Bixa (extractos, fracciones, subfracciones y aceite esencial), los cuales fueron eva-
luados en diferentes modelos biolégicos in vitro e in vivo. Resultados. El extracto hi-
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cion demuestran las potencialidades de las semillas de B. orellana sobre L. amazonensis para el
tratamiento de la LC, enfermedad con diversas presentaciones clinicas que cuenta actualmente
con limitadas opciones terapéuticas.

Palabras clave: Bixa orellana; Leishmania amazonensis; leishmaniasis cutdnea; nanococleatos; mito-
condria

Antileishmanial potential of derived product from Bixa orellana L.
(Bixaceae) against cutaneous leishmaniasis

ABSTRACT

Introduction. Research based on medicinal plants is one of the recommended strategies for the
search for new therapeutic alternatives against leishmaniasis. In this study, the potential of pro-
ducts derived from Bixa orellana L. on Leishmania amazonensis, a causal agent of cutaneous
leishmaniasis (CL), is demonstrated. Methods. Bixa seed products (extracts, fractions, sub-frac-
tions and essential oil) were obtained, which were evaluated in different in vitro and in vivo biologi-
cal models. Results. The hydroalcoholic extract caused inhibition of the growth of promastigotes
and amastigotes, was able to control the development of experimental CL in BALB/c mice (100
mg/kg/day/15 days/intraperitoneal), and its chemical profile was obtained. Subsequently, a bio-
guided study was performed with 4 fractions and 28 sub-fractions, which BO-B1 and BO-B3 were
promising and a group of aliphatic isomers (bixin and norbicin) were identified. The essential
oil was the other product obtained, which was chemically characterized, inhibited the growth of
amastigotes, showed a cytotoxicity seven times lower with respect to the activity on the parasite,
was effective against the experimental CL (30 mg/kg/day/15 days/intraperitoneal and intralesio-
nal) and a specific inhibition of oxygen consumption and mitochondrial complex Il was evidenced.
The essential oil formulated in nanocochleates showed high efficacy in the murine model when
4 doses were administered intralesionally. The results of this research demonstrate the potential
of B. orellana seeds on L. amazonensis for the treatment of CL, a disease with various clinical
presentations that currently has limited therapeutic options.

Keywords: Bixa orellana; Leishmania amazonensis; cutaneous leishmaniasis; nanocochleates; mito-
chondria

INTRODUCCION

La leishmaniasis es causada por la transmision zoono-

que mas de 10 millones de personas estan infectadas, con
2 millones de casos nuevos y mas de 20 000 muertes anual-
mente. @ El diagndstico de estas enfermedades es limitado.
Dependiendo de la especie involucrada y la respuesta inmune
del huésped, pueden presentarse un amplio espectro de ma-
nifestaciones clinicas que varian desde la leishmaniasis cuta-
nea (LC) a la forma visceral (LV). ©

Los tratamientos antileishmaniales que actualmente se

tica o antropondtica de parasitos protozoarios del género
Leishmania (Trypanosomatidae). Estas enfermedades siguen
siendo enfermedades tropicales desatendidas, reportandose
cerca de 20 especies de parasitos de Leishmania que alternan
su ciclo de vida en 2 formas: a) el promastigote extracelular y

b) el amastigote intracelular.
Historicamente, la leishmaniasis se ha limitado a regio-
nes endémicas, aunque las estimaciones actuales sugieren

encuentran disponibles incluyen los derivados de antimonio
pentavalente, la pentamidina, la miltefosina, la anfotericina B
y la paramomicina, cuyo uso esta principalmente limitado en
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regiones endémicas, debido a la ineficacia, toxicidad y altos
costos. 9 Ademds, la ausencia de vacunas, conlleva a la ne-
cesidad de buscar nuevas opciones de tratamiento para los
pacientes infectados por Leishmania. Durante la Ultima déca-
da, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto
como una de las estrategias mas atractivas la busqueda de
nuevos compuestos con actividad antileishmanial a partir de
fuentes naturales. En este sentido, la actividad antileishma-
nial de productos derivados fundamentalmente de plantas
ha sido ampliamente explorado. © Teniendo en cuenta la
amplia y rica flora existente en Cuba, diferentes productos
han sido evaluados, entre los que figuran los derivados de
Bixa orellana L (familia Bixaceae). Por lo tanto, en este traba-
jo se evaluaron las potencialidades de extractos, fracciones,
subfracciones y el aceite esencial obtenido de las semillas de
esta planta sobre la LC.

METODOS

Plantas y productos de B. orellana: Las plantas fueron co-
lectadas en los alrededores del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri, La Habana e identificadas por el MSc. Ramdn
Scull. Un espécimen fue depositado en el Jardin Botanico Na-
cional de La Habana, Cuba, con el nimero de ejemplar JBN-
9600288. Las semillas fueron seleccionadas y secadas en
estufa con ventilacion. El extracto fluido se preparé mediante
maceracion de 7 dias con etanol al 80 % de acuerdo con el re-
glamento NR309. @ A partir de este, se realizd un primer paso
de fraccionamiento por agotamiento utilizando diferentes
solventes de polaridad creciente (n-hexano, acetato de etilo y
metanol) para obtener 4 fracciones con el residuo final: BO-A,
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BO-B, BO-C, y BO-D. El disolvente se evapord y cada fraccion
se sometid a un segundo paso de subfraccionamiento en una
columna LH-20 sephadex de 2 cm x 30 cm utilizando metanol
como fase maovil para obtener 10, 5, 4 y 9 subfracciones de
BO-A, BO-B, BO-C, y BO-D, respectivamente. En todos los ca-
sos se evaporo el disolvente y se liofilizé.

El aceite esencial se obtuvo mediante hidrodestilacion de
las semillas utilizando un equipo tipo Clevenger durante 5 h.
Este producto en particular fue utilizado para obtener una for-
mulacién basada en nanococleatos. De todos los productos
se separd una muestra para realizar la caracterizacion quimi-
ca y otra fue diluida en dimetilsulfoxido a una concentracion
de 20 mg/mL para los ensayos bioldgicos.

Modelos bioldgicos: Para las evaluaciones bioldgicas de
los productos obtenidos de B. orellana se utilizd la cepa de re-
ferencia de L. amazonensis (MHOM/77BR/LTB0016) y en los
estudios de mecanismo de accion la especie de L. tarentolae
(P10). Los estudios in vitro se llevaron a cabo sobre promasti-
gotes o amastigotes intracelulares; mientras que para los ex-
perimentos in vivo se utilizo el modelo de LC experimental en
ratones BALB/c (codigo de aprobacion CEI-IPK 14-12).

RESULTADOS

El extracto hidroalcohdlico evaluado mostré actividad
significativa contra promatigotes y amastigotes con una con-
centracion inhibitoria media (Cl, ) de 22,1 pg/mL + 0,05 pg/
mLy 9,1 pyg/mL + 0,6 pg/mL, respectivamente. Sin embargo,
la toxicidad fue moderada, con una concentracion citotoxica
media (CC, ) de 224,6 pg/mL + 3,3 pg/mL e indice de selecti-
vidad de 25, lo que sugiri6 la actividad especifica para Leish-

4 ]
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Fig. 1. Efecto del extracto hidroalcohdlico de semillas de Bixa orellana en ratones BALB/c infectados con Leishmania amazonensis. A: Tamafo
de la lesion; B: Carga parasitaria. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. *: Diferencias significativas (p < 0,05) respecto

al vehiculo y el control
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Fig. 2. Actividad sobre amastigotes de Leishmania amazonensis e indice de selectividad de fracciones de semillas de Bixa orellana

mania. El tratamiento de ratones con el extracto no provoco
la muerte o pérdida de peso superior al 10 %. Una reduccion
significativa (p < 0,05) en el tamafio de las lesiones en los ani-
males tratados con el extracto fue observado durante los pri-
meros 14 dias en comparacién con el otro grupo (figura TA),
lo cual fue corroborado mediante la determinacion de la carga
parasitaria (figura 1B).

La figura 2 muestra la actividad antileishmanial y citotoxi-
cidad de los extractos, fracciones y subfracciones de semillas
de B. orellana. Las fracciones BO-A y BO-B mostraron la mayor
actividad con valores de Cl,, de 12,9 yg/mL + 4,1 yg/mL y
12,4 pg/mL + 0,3 pug/mL, respectivamente. Las subfracciones
BO-B1 y BO-B3 mantuvieron la misma actividad (p > 0,05) que
la fraccion original con valores de Cl,, de 11,8 pg/mL + 3,8 ug/
mL y 13,6 ug/mL + 4,7 pg/mL, respectivamente. El analisis
de resonancia magnética nuclear (RMN) de la sub-fraccion
BO-B1 mostro las principales sefiales en la region alifatica del
espectro de TH RMN que sugiere la presencia de compuestos
alifaticos, en especifico isémeros de la bixina y su andlogo la
norbicina.

Los resultados de los analisis cualitativos y cuantitati-
vos por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
de masas del aceite esencial de las semillas de B. orellana
mostré un total de 73 compuestos. El ishwarano fue el com-
ponente principal, constituyendo 18,6 % del aceite, con me-
nores cantidades de geranilgeraniol (9,1 %), biciclogerma-

creno (8,4 %), germacreno D (6,9 %) y &6-selineno (6,2 %). En
los ensayos bioldgicos, el aceite de B. orellana mostré acti-
vidad contra amastigote de L. amazonensis, con una Cl_, de
8,5 £ 0,8 mg/mL. La CC,, fue 7 veces mayor para las células
hospederas en comparacion con los parasitos. Por otra parte,
se demostré la capacidad de este producto para controlar la
enfermedad establecida en ratones BALB/c. El efecto sobre la
progresion de la LC fue evidente por el tamafio de la lesiény la
carga parasitaria, que mostraron una reduccion significativa
(p < 0,05) en ratones tratados con el aceite en comparacion
con los animales tratados con el vehiculo o sin tratar (figura
3). Paralelamente, no se observaron muertes ni perdidas de
peso superior al 10 %.

El aceite esencial inhibié el consumo de oxigeno de pro-
mastigotes de Leishmania en concentraciones comparables
(p > 0,05) con las que causaron inhibicion del crecimiento (fi-
gura 4). En consecuencia, examinamos su impacto sobre los
complejos de la cadena de transporte electronico, donde se
de 0,8 ug/
mL = 0,7 yg/mLy 41,9 ug/mL + 2,3 pg/mL, respectivamente,
los cuales fueron significativamente inferiores (p < 0,05) que
los mostrados para la célula hospedera.

A partir del aceite esencial se disefiaron y prepararon na-
nococleatos basados en fosfolipidos obtenidos de lecitina de
soya, los cuales fueron evaluados en los diferentes modelos
in vitro e in vivo. En relacion al ensayo anti-amastigote, la for-

evidenci6 una inhibicion del complejo Iy Il, con Cl,
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Fig. 3. Efecto del aceite esencial de semillas de Bixa orellana en ratones BALB/c infectados con Leishmania amazonensis. A: Tamafio de la lesion;

B: Carga parasitaria. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. *: Diferencias significativas (p < 0,05) respecto al vehiculo

y el control.

mulacién de nanococleato mantuvo la actividad leishmanici-
da in vitro (p > 0,05) y redujo la citotoxicidad (p < 0,05) con
respecto al aceite solo, con valores de Cl,, y CC,, de 15,4 ug/
mL + 3,3 pg/mLy 94,6 pg/mL + 2,2 ug/mL, respectivamente.
En el ensayo in vivo, el tratamiento de ratones con el aceite
esencial puroy en su formulacion (30 mg/kg/via intralesional/
cada 4 dias/4 dosis total) no causé mortalidad ni pérdida de
peso superior al 10 %. Sin embargo, los animales tratados con
la formulacion del nanococleato mostraron menor tamafio de
la lesion (p < 0,05) que los controles y comparable (p > 0,05)
a los efectos del Glucantime® (farmaco de referencia). Adi-
cionalmente, la carga parasitaria del grupo tratado fue de
Log,, = 3,33-3,93 parasito/g (figura 5).
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DISCUSION

A pesar de los esfuerzos, la ausencia de vacunas antilei-
shmaniales en un futuro préoximo hace que el descubrimiento
de quimioterapias efectivas es una necesidad urgente, espe-
cialmente para las regiones endémicas pobres. ® En conse-
cuencia, los productos a partir de fuentes naturales han llega-
do a representar una fuente ilimitada de entidades quimicas
con actividad antileishmanial. ©

De forma general, los productos evaluados en este traba-
jo a partir de las semillas de B. orellana cumplen los criterios
internacionales recomendados para la seleccion de com-
puestos promisorios con actividad antileishmanial, 1" que
incluyen: a) actividad inhibitoria in vitro con Cl,; menor que

=Crecimiento _, Clm = 94pgimL £ 1,2 pg/mL
-=-Consumo oxigeno —, C|50 =9.8pg/mL=+ 1,3 pg/mL

C 5N aceite

30

40
ial (pgimL)

50

Fig. 4. Efecto del aceite esencial de semillas de Bixa orellana sobre la viabilidad y el consumo de oxigeno de promastigotes de Leishmania taren-

tolae. Los resultados se expresan como media + desviacién estandar.
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Fig. 5. Efecto de nanococleatos con el aceite esencial de semillas de Bixa orellana en ratones BALB/c infectados con Leishmania amazonensis
sobre el tamafio de la lesién. NC B. orellana: nanococleato con el aceite de Bixa, NC: Nanococleato vacio. *: Diferencias significativas (p < 0,05)

respecto al vehiculo y el control.

10 pg/mL; b) indice de selectividad mayor que 5; c) activo in
vivo a dosis menor e igual 100 mg/kg por via intraperitoneal y
a dosis menor que 100 mg/kg por via oral o intralesional, y d)
no causar signos de toxicidad a las dosis terapéuticas.

Conclusiones

Por lo tanto, se describe por primera vez a nivel interna-
cional la obtencion de diferentes productos con actividad an-
tileishmanial potencial de las semillas de B. orellana cultivada
en Cuba. (1277 E| estudio bioguiado resulté en una fraccion
con actividad antileishmanial promisoria, al igual que el aceite
esencial, del cual ademas se demostrd su mecanismo de ac-
cion. En particular, se destacan los nanococleatos del aceite
esencial como una nueva formulacion para el tratamiento de
la LC, enfermedad con diversas presentaciones clinicas que
cuenta actualmente con limitadas opciones terapéuticas.
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