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Resumen

En la presente investigacion se evalu6 el efecto leishmanicida del extracto butandlico de
Peperomia dolabriformis (Piperaceae) “congona de zorro” sobre la viabilidad de los promastigotos
de Leishmania peruviana cepa LC-26. El extracto se obtuvo usando un equipo Soxhlet con solvente
butanol diluido al 70% con agua Milli Q. Por cada 100 g de muestra pulverizada se adicion6 1 litro de
solvente que luego fue evaporado mediante una cabina extractora de gases. La evaluacién del efecto
leishmanicida se realiz6 en un cultivo monofasico con una concentracion de 10° promastigotos/mL.
El control negativo fue buffer fosfato. Los grupos experimentales con el extracto butédnolico tuvieron
concentraciones de 0,009 mg/mL, 0,09 mg/mL y 0,9 mg/mL, respectivamente y se incubaron a
27 °C, durante 24, 48, 72 y 96 horas. El efecto leishmanicida presenté una eficacia del 100% de
mortalidad a la concentracién de 0,9 mg/mL.

Palabras clave: Extracto butanolico, leishmanicida, enfermedad transmisible, promastigotos

Abstract

The aim was to evaluate the leishmanicidal effect of the butanolic extract of Peperomia dolabriformis
(Piperaceae) on the viability of the Leishmania peruviana promastigotes strain LC-26. The extract
was obtained using Soxhlet equipment with 70% diluted butanol solvent with Milli Q water. For
each 100 g of pulverized sample was added 1 liter of solvent which was then evaporated in a gas
extractor. The leishmanicidal effect was carried out in a single-phase culture at a concentration of
10° promastigotes/ mL of L. peruviana. The negative control was phosphate buffer. The experimental
groups of the butanolic extract of P. dolabriformis at concentrations of 0.009 mg/mL, 0.09 mg/mL
and 0.9 mg/mL, respectively, were incubated at 27 °C for 24, 48, 72 and 96 hours. The leishmanicidal
effect showed efficacy of 100% mortality at a concentration of 0.9 mg/mL.

Keywords: Butanolic extract, leishmanicidal, communicable disease, promastigotes
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transmisibles

por enfermedades luego

Introduccion de la tuberculosis y malaria (Ampuero,

La leishmaniasis es una enfermedad
infecciosa provocada por Leishmania sp.,
un protozoario intracelular del tejido
fagocitico mononuclear, que afecta a la
piel y las mucosas (Bassler et al., 2019;
Bogdan & Rollinghoff, 1998). La infeccion
se inicia por la picadura de insectos del
género Phlebotomus o Lutzomyia, cuyos
hospederos son mamiferos como perros,
roedores, otros animales salvajes y el
hombre (Vaselec 2021; Geroldinger et al.,
2019).

En el Pertd, la leishmaniasis es la
segunda enfermedad endémica de tipo

tropical y la tercera causa de morbilidad
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2000). Se presenta en dos formas clinico-
epidemioldgicas; la uta y la espundia, la uta
es de naturaleza benigna y es endémica en
ciertas zonas de la vertiente occidental del
Pacifico entre 1200 hasta los 3000 metros de
altitud sobre el nivel del mar; la espundia,
por el contrario, es una forma maés severa y
es propia de los valles orientales de la selva
baja y toda la llanura amazoénica (Cubas et
al., 2019).

Los farmacos para el tratamiento de
leishmaniasis se basan en el antimonio
pentavalente en la forma de estibogluconato
antimoniato

de sodio “Pentostam” o

de meglumina “Glucantime”, lo que a
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menudo produce efectos toxicos (Costing
et al., 2020). En consecuencia, los habitantes
con leishmaniasis alivian los sintomas con
tratamientos populares, como ingerir y
aplicar cataplasmas de extractos crudos de
plantas, tanto para la forma sistémica de la
enfermedad, como para el tratamiento de
las infecciones de la piel (Passero et al.,2021;
Odonne et al, 2009).

La evaluacion cientifica de las

plantas medicinales, se fundamenta
en las costumbres populares que han
proporcionado un valioso aporte a la
medicina moderna, y en consecuencia al
tratamiento de enfermedades causadas por
parasitos protozoarios (Houél et al., 2022;
Panda y Luyten, 2018) se han evaluado
algunos metabolitos para demostrar la
actividad sobre protozoos; tales como
naftoquinonas, alcaloides, acetogeninas,
iridoides, glicosidos, quinoides y
flavonoides (Hilaire et al.,2022; Quilez et al.,
2018).

La familia Piperaceae presenta tres
géneros y 830 especies principalmente
hierbas y arbustos, siendo muchas de
ellas son nativas del Pera (Ledn, 2006). El
género Peperomia presenta cuatro especies
(dolabriformis, velutina, confertifolia y
brachyphylla). Peperomia dolabriformis fue
descrita por primera vez en Huancabamba
y esta distribuida en los departamentos
de La Libertad, Cajamarca, Lambayeque
y Amazonas entre los 200 a 2000 m.s.n.m.,
se encuentran sobre rocas y en grietas
de las mismas, asi como en los bosques
caducifolios donde comparte su hébitat con
cactaceas (Pino, 2006). A ella se le atribuye
propiedades cicatrizantes, antidepresivas,
antiespasmodicas, etc. (Bussmann et al.,
2011). El género Peperomia ha sido objeto
de estudio en diversas investigaciones
que describen propiedades para el control
de la leishmaniasis y otras enfermedades

(Martinez et al., 2019); se ha reportado el
efecto leishmanicida in vitro del difenol
llamado piperogalin, grifolin o &cido
grifélico (Fournet et al., 1996).

Con la finalidad de mejorar la calidad
de vida de las personas, en relacién al
tratamiento de las enfermedades antes
mencionadas, la presente investigacion
evalu6 el efecto leishmanicida del extracto
butandlico de

Peperomia  dolabriformis

“Congona de zorro” a diferentes
concentraciones sobre la viabilidad de los
promastigotos de Leishmania peruviana cepa

LC-26.

Materiales y métodos
Material biolégico

Peperomia dolabriformis “Congona de
zorro” de la ACP (Area de Conservaciéon
Privada Lomas del Cerro Campana)
Trujillo-Pera y Leishmania peruviana cepa
LC-26 proporcionada por el Laboratorio
de Protozoologia del Departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la

Universidad Nacional de Trujillo, Pert.
Recoleccién y secado de la muestra

Las plantas enteras con inflorescencias
de P. dolabriformis fueron recolectadas de
las lomas costeras del cerro Campana, a
una altitud entre los 200 a 400 m.s.n.m.
del distrito de Huanchaco, provincia de
Trujillo, regiéon de La Libertad, Peru (Fig.
1) y fueron identificadas en el Herbarium
Truxillense (HUT) de la Universidad
Nacional de Trujillo con el cédigo N° 58474.
Luego se procedi6 a lavar la superficie de
las flores, hojas, raices y tallos con agua
para eliminar particulas contaminantes y se
dej6 secar a temperatura ambiente por 24
horas. El secado se realizé en una estufa a
50 °C por 14 dias.
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Fig. 1. Mapa indicando el sitio de coleccion de la especie Peperomia dolabriformis L.

(Piperaceae)

Preparacion del extracto butanolico de
P. dolabriformis

Para la preparaciéon del extracto
butanolico se pulverizo la planta entera en
un molino hasta obtener un polvo fino. La
extraccion se obtuvo con el equipo Soxhlet
con el solvente butanol diluido al 70% con

agua Milli Q. Por cada 100 g de muestra
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pulverizada se colocé 1 litro de solvente
(alcohol butanol al 70%) (Immanuel et al.,
2004). Se filtr6 en un sistema al vacio con
un kitasato y embudo de Biichner, con un
filtro de poro de 0,45 pm. El disolvente se
evapor6 en una cabina extractora de gases y
se conservo a 4 °C en una placa Petri.
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Preparacién del medio de cultivo
bifasico para obtener promastigotos de L.
peruviana cepa LC-26

La cepa de Leishmania peruviana LC-26
se replic in vitro en 2 tubos de ensayo de
10 mL con tapa; se usé el medio bifésico
compuesto por agar base enriquecido, mas
10 % de sangre desfibrinada. Para ello, se
pes6 4,0 g de agar sangre y se diluy6é con
100 mL de agua Milli Q, luego se agrego
10 mL de sangre desfibrinada estéril sin
anticoagulante, se homogenizo y se colocé
3,0 mL del agar sangre en el tubo de
ensayo estéril y se dejé coagular. Luego,
se realiz6 la suspensioén celular utilizando
1000 pL de solucion salina fisiologica al
0,9 %. Finalmente, se sembr6é 200 pL de
la suspensiéon de promastigotos de L.
peruviana en tubos de ensayo (Eperoni &
McMahon-Pratt, 1989).

Preparacion del medio monofasico
para la exposicion a los tratamientos

Para la exposicién a los tratamientos se
replicé la cepa obtenida del medio bifésico
en un medio monofasico liquido; se us6 10
mL de MEM (minimum essential media) de
la marca Gibco®, suplementado con suero
bovino fetal al 10% en frascos de cultivo
celular de 25 cm?® Estos fueron cultivados
por 10 dias a 27 °C hasta obtener una
concentracion celular de 10° células (Childs
et al., 1978).

Disefio experimental para el ensayo
leishmanicida

Se usé un disefio experimental en
bloques completamente al azar. Se trabaj6
con el extracto butanolico de P. dolabriformis
a concentraciones de 0,009 mg/mL, 0,09
mg/mL y 0,9 mg/mL, a partir de una
soluciéon madre de 100 mg/mL y buffer
fosfato 1X como control negativo. Cada
concentracién representé un tratamiento y

cada tratamiento se realiz6 por triplicado
con 10 mL de cultivo de MEM con un total
de 12 unidades experimentales mantenidas
en una estufa a 27 °C (Bussmann et al., 2011).
Posteriormente, se contabilizé el nimero
de promastigotos vivos a las 24, 48, 72 y 96
horas constituyendo los bloques.

Toma de datos

Se procedi6é a contar en la cdmara de
Neubauer las células vivas dentro de cada
tratamiento a las 24, 48, 72 y 96 horas. Para
hallar el numero de células vivas por cada
tratamiento se us6 la siguiente férmula:

N.° de individuos/mL = N.10000/4. D
(Alzamora et al., 2007)

Donde:

° N: Numero de células vivas

° 4: Ntimero de cuadrantes contados
° D: Factor de dilucion.

Para evaluar el porcentaje de mortalidad
del extracto butandlico de P. dolabriformis se
uso la siguiente formula:

% de mortalidad = [100- (L2/L1) x 100]
(Alzamora et al., 2007)

Donde:

e L2 = Numero de células viables
después del tratamiento con el extracto

° L1 = Numero de células viables en
el cultivo control (PBS)

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se aplico
el andlisis de varianza para determinar
diferencias entre  los
tratamientos segtn los bloques y la prueba
de comparaciéon multiple de Tukey (p< 0,05)
(Steel & Torrie, 1996); se utilizo el programa

estadistico SPSS version 22.

significativas
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Resultados y discusion

Al evaluar el efecto leishmanicida
del extracto butandlico de Peperomia
dolabriformis promastigotos de
Leishmania peruviana cepa LC-26, se observa
que en el control negativo con buffer PBS
(Fig. 2A) hay un crecimiento exponencial
de la cepa con formaciones tipo roseta,
lo que evidencia una elevada actividad

de los

reproductiva. En las concentraciones
de 0,009 mg/mL (Fig. 2B) a las 24 horas
se observaron formaciones tipo roseta

en menor cantidad y también células
individuales, con la concentracion de 0,09
mg/mL (Fig. 2C) evaluadas a las 24 horas
se observaron promastigotos
flotando en el medio de cultivo inmdviles
y con la concentracién de 0,9 mg/mL (Fig.
1D) se observaron promastigotos flotando
en el medio de cultivo desde las 24 horas

reunidos

de exposicion del extracto butandlico,
lo que evidencia la muerte total de los
promastigotos en el recuento con la cdmara
de Neubauer.

Fig. 2. Efecto de las diferentes concentraciones del extracto butandlico de P. dolabriformis
sobre la viabilidad de L. peruviana cepa LC-26 a diferentes tiempos de exposicion; A. L.
peruviana expuesta al control (negativo) con buffer fosfato crecimiento exponencial con
presencia de rosetas a las 24 horas; B. Tratamiento a la concentracién de 0,009 mg/mL
presencia de rosetas con menor nimero de promastigotos a las 24 horas; C. Tratamiento a

la concentracién de 0,09 mg/mL presencia de células individualizadas inméviles a las 24
horas; D. Tratamiento a la concentraciéon de 0,9 mg/mL a las 24 horas reduccion total de

rosetas y disminucién de promastigotos.
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En la Tabla 1, se muestran los
promedios de los promastigotos vivos
de L. peruviana cepa LC-26 expuestos a
diferentes concentraciones T1: Control
negativo con buffer fosfato (PBS); T2:
0,009 mg de extracto butandlico de P.
dolabriformis /mL; T3: 0,09 mg/mL; T4: 0,9
mg /mL y tiempos de exposiciéon Bl: 24
horas; BII: 48 horas; BIII: 72 horas y BIV:
96 horas evidencidandose una disminucién
de los promastigotos vivos con respecto

al incremento de las concentraciones del
extracto butanodlico de P. dolabriformis ; asi
mismo los promedios de los promastigotos
vivos fue disminuyendo a medida que
aumentaba el tiempo de exposicion al
extracto butanolico, obteniendo el menor
namero de promastigotos vivos (77 083)
a la concentracién de 0,09 mg/mL, a la
concentracién 0,9 mg/mL ya no se observé
la presencia de especimenes vivos.

Tabla 1. Promedios de promastigotos vivos de Leishmania peruviana cepa LC-26 expuestos a

diferentes concentraciones y tiempos de exposicion al extracto butanoélico de P. dolabriformis

Tratamientos

* % .
Bloques T To* T3 T4
(Buffer fosfato) (0 009 mgmL) (0,09 mg/mL) (0,9 mg/mL)
(24 l]?;ras) 2693 333 1285 000 120 000 0
BII
(48 horas) 2836 666 1033 333 73 333 0
(7231{2@15) 2016 666 845 000 70 000 0
(96BI{(Yras) 1466 666 435 000 45000 0
Promedio 2253 333 899 583 77 083 0
p<0,05

En la Tabla 2, se aprecia el efecto
leishmanicida del extracto butandlico de P.
dolabriformis a diferentes concentraciones
T1: Control negativo con buffer fosfato
(PBS); T2: 0,009 mg de extracto butanolico
de P. dolabriformis /mL; T3: 0,09 mg/mL;
T4: 0,9 mg/mL y tiempos de exposicion

BI: 24 horas; BII: 48 horas; BIIl: 72 horas y
BIV: 96 horas evidenciandose una eficacia
del 100 %
concentracion (T4: 0,9 mg/mL). En cuanto

de mortalidad a la méxima

al control negativo T1, el porcentaje de
mortalidad fue de 0 %.
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Tabla 2. Promedios porcentuales de mortalidad de promastigotos de Leishmnania peruviana

cepa LC-26 expuestos a las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion al extracto

butandlico de P. dolabriformis

Tratamientos
Bloques T1* T2* T3* T4*
(Buffer fosfato) (0,009 mg/mL) (0,09 mg/mL) (0,9 mg/mL)
BI 100
(24 horas) 0 51,68 95,62
BII 100
(48 horas) 0 63,85 97,39
BIII 100
(72 horas) 0 57,79 96,53
BIV 100
(96 horas) 0 69,96 97,10
Promedio 0 60,75 96,66 100
p<0,05
Los resultados obtenidos con las Existen estudios que muestran que las

diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion al extracto butanodlico de P.
dolabriformis (Tabla 1) muestran que a
medida que aumenta la concentracién y el
tiempo de exposicion (T1: control negativo;
T2: 0,009 mg/mL; T3: 0,09 mg/mL y T4:
0,9 mg/mL), la viabilidad disminuye, lo
que evidencia el efecto leishmanicida del
extracto butanolico de P. dolabriformis.

Con respecto al control negativo el
ndmero de promastigotos vivos alas 72y 96
horas se aprecié una disminucion de estos,
pero se mantuvo a la concentraciéon de
10° células resultados similares con los de
(Steiger & Steiger (1977); Siripattanapipong
et al, 2019)
disminucién de los promastigotos vivos
debido al agotamiento de los nutrientes
en el medio de cultivo. En los tratamientos
T2 y T3 a las 72 y 96 horas, el efecto
leishmanicida se incrementé por el efecto

quienes reportaron la

aditivo del agotamiento de nutrientes en el
medio (Tabla 1).
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Piperaceae contienen fitoconstituyentes

y metabolitos secundarios con efecto
antibacteriano, antiftingico,
antiparasitario, especificamente
Trypanosoma y Leishmania (Ferreira et al.,
2014; Scodro et al., 2015; Castro et al., 2015;
Donfacketal.,2021). P. dolabriformis contiene

sustancias como metabolitos fendlicos,

antiviral y
contra

flavonoides,  glicésidos  cardioténicos,
resinas, catequinas, triterpenos, esteroides,
aceites esenciales y saponinas (Roncal &
Saldafia, 2014). Es posible que el conjunto
de estos o por lo menos uno de ellos ejerza
el efecto leishmanicida. Los estudios de
Vega et al. (2021) reportaron que los aceites
esenciales del género Piper tienen accion
antiparasitaria en Leishmania braziliensis y

Tripanosoma cruzi.

Los diferentes tratamientos indican una
relacion directamente proporcional entre el
incremento de la concentracién del extracto
butanolico de P. dolabriformis y el porcentaje
de mortalidad (T1: control negativo; T2:
0,009 mg/mL; T3: 0,09 mg/mL y T4: 0,9
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mg/mL) obteniéndose 0; 60,75; 96,66 y
100 % de mortalidad, respectivamente
(Tabla 2). Estos resultados coinciden con
el trabajo en P. galioides H.B.K oriunda del
Pertt y ampliamente estudiada por sus
propiedades fitomedicinales; mostrando
propiedades leishmanicida con el aumento
de la concentraciéon en los diferentes
extractos (EtOAc, éter de petrdleo, EtOH)
(Mahiou et al., 1996; Mahiou et al., 1995).

Es importante mencionar que el efecto
leishmanicida de los extractos vegetales
dependera del tipo de extracciéon que se
utilice, ya sea con éter de petréleo, metanol,
1-butanol, etanol, etc. Estos compuestos
quimicos se usan como disolventes
debido a su polaridad, por lo tanto, los
fitoconstituyentes extraidos variaran en
concentracion y calidad; asi lo demostraron
Mahiou et al. (1996), quienes

diversos tipos de solventes en la extraccion

usaron

de metabolitos de la especie P. galioides
y encontraron diferencias en la accién
leishmanicida con una concentracién de 100

pg/mL.

El efecto leishmanicida del extracto
butanolico de P. dolabriformis probablemente
se deberia a la presencia de fenoles, como lo
demostraron Oliveira et al. (2012), quienes
aislaron el alquenilfenol gibbilimbol B
de Piper malacophyllum y mostraron que
altera la permeabilidad de la membrana
plasmatica de Leishmania, lo cual conduce
a la fuga de iones y consecuentemente a la
muerte celular.

Se ha reportado que los flavonoides
pueden
antiproliferativa

tener una fuerte actividad

contra la Leishmania
porque inhiben las enzimas de la biosintesis
de poliaminas, lo que detiene el crecimiento
celular; esto los convierte en farmacos
potenciales para el tratamiento de todas las

formas de leishmaniasis (Araujo et al., 2019).

Se ha reportado la actividad leishmanicida
de los flavonoides por la interaccién con el
cofactor Mn*y el sustrato L-arginina, lo que
inhibe la enzima arginasa de L. amazonensis;
la arginasa es la enzima diana de la sintesis
de poliaminas en Leishmania, por lo tanto,
al no producirse las poliaminas se detiene
el ciclo celular (Singh et al., 2014; Silva et al.,
2012).

Es probable que los flavonoides totales,
asi como las catequinas de P. dolabriformis
impidan las sefiales de la trascripcion y
traducciéon de Leishmania e inhiban el
crecimiento celular in vitro (Vannier-Santos
et al., 2008).

Los resultados encontrados del efecto
leishmanicida de P. dolabriformis de las
lomas del cerro Campana en la region La
Libertad constituyen una nueva alternativa
para la elaboracién de nuevos farmacos en
base a los principios activos de esta planta,
por lo tanto, se debe continuar con las
investigaciones fitoquimicas, evaluaciones
in vivo y a futuro se convierta en una
nueva opcién para el tratamiento de la
leishmaniasis.

Conclusiones

El extracto butanélico de P. dolabriformis

tiene efecto leishmanicida sobre los

promastigotos de L. peruviana cepa LC-26.

Existe una relacién positiva entre las
concentraciones del extracto butandlico de
P. dolabriformis y el efecto leishmanicida
sobre los promastigotos de L. peruviana cepa
LC-26.

El extracto butandlico de P. dolabriformis
a la concentraciéon de 0,9 mg/mL ocasiond
el 100%
tiempos de exposicion ensayadas.

de mortalidad a los diferentes
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