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RESUMEN

La especie medicinal Galipea longiflora (Evanta) es
utilizada por las etnias amazdnicas: Tacana, Mosetene
y Tsimane, como antiparasitario. Los alcaloides totales
de esta especie vegetal seran centro de estudios
clinicos como tratamiento alternativo para la
leishmaniasis cutdnea. Nuestros estudios detallan el
aislamiento y  caracterizacién de  alcaloides
quinolinicos, de la corteza y hojas, todos con actividad
leishmanicida evaluada sobre promastigotes de: L.
amazonensis, L. braziliensis, L. donovani y L. chagasi.
Mediante modelos toxico cinéticos, se ha determinado
la toxicidad aguda, subcrénica y pardmetros farmaco-
cinéticos, para el extracto crudo, en modelo murino. Se
establecen las condiciones para el cultivo semi-
continuo, in vitro, de células de Evanta.

ABSTRACT

The medicinal species Galipea longiflora (Evanta) is
used as antiparasitic agent by the amazonian ethnic
groups: Tacana, Mosetene and Tsimane. The total
alkaloids, of this plant, will be focus of clinical studies
against Leishmania cutaneous. The current studies give
details of the isolation and characterization of
quinolinic alkaloids, from bark and leaves, with
leismanicidal activity evaluate on promastigote of L.
amazonensis, L. braziliensis, L. donovani and L.
chagasi. We have evaluated the acute and subcronic
toxicity together with pharmaco-kinetic parameters, for
the crude extract, in murine model. Details for the, in
vitro, semi continuous cell culture of Evanta are
provided.
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una histoparasitosis de gran
importancia  epidemiolégica y de  mdltiples
manifestaciones clinicas, causada por protozoarios de
género Leishmania transmitido al hombre mediante la
picadura de dipteros de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia. El género Leishmania esta constituido por
una gran cantidad de especies y subespecies las cuales
varian dependiendo de su ubicacion geografica y de
sus caracteristicas bioquimicas e inmunobioldgicas.
Cerca de 20 especies de Leishmania han sido
involucradas como causantes de enfermedad en
humanos. Esta enfermedad, manifestada por sus
formas: cutidnea, mucocuténea, y/o visceral, es el
resultado de la compleja interaccion entre la especie
del parasito involucrado y la respuesta inmunolégica
del paciente™.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, hay cerca
de 1.500.000 de personas afectadas por las diversas
formas de leishmaniasis en todo el mundo, con una
incidencia de 600.000 casos nuevos declarados cada
afio y distribuidos en 88 paises’. Estas cifras
representan evidentemente una importante
subestimacion del problema debido a diferentes
factores: lugares de transmision muy dispersos, casos
no diagnosticados o0 diagndstico erréneo y
medicamentos  especificos no disponibles. La
leishmaniasis representa un freno al desarrollo, al
retrasar o detener proyectos agricolas e industriales. En
América del Sur, la leishmaniasis es uno de los
factores que contribuye a la inestabilidad de
asentamientos humanos.
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En Bolivia, aproximadamente 800.000 individuos se
encuentran en alto riesgo de infectarse con parasitos de
Leishmania en 7 de 9 Departamentos. En el Brasil la
forma cutanea y mucocutanea estan muy difundidas, en
24 de los 26 Estados se han registrado casos de
leishmaniasis cutanea. Los agentes etiologicos son: L.
guyanensis, L. braziliensis y L. amazonensis, asi como
algunas nuevas especies, L. lainsoni, L. maiffi y L.
shawi®.

En el Per( la leishmaniasis andina (UTA) y la selvatica
(ESPUNDIA) son las dos formas que pertenecen al
género Viannia. El afio 1990 se han notificado 5.500
casos (22% leishmaniasis andina y 78% leishmaniasis
selvatica). La transmision humana se relaciona
directamente con las actividades ocupacionales en el
bosque primario, donde existe mucho contacto entre el
hombre y el vector, los casos se estan incrementando
debido a los nuevos asentamientos en tierras bajas. La
forma UTA con lesiones en la cara especialmente en
nifios se presenta en las laderas occidentales de los
Andes y valles interandinos entre 900 y 3.000 m.s.n.m.
Vectores potenciales son: Lu. peruensis y Lu.
verrucarum ademas de la Lu. ayacuchensis y Lu.
osornoi’.

En algunas de las enfermedades parasitarias la
quimioterapia tiene poca eficacia, mayormente debido
a la supresion o a la distorsion de la respuesta inmune.
Los tratamientos cominmente empleados contra la
leishmaniasis (cutdnea, mucocutanea y visceral)
incluyen los derivados pentavalentes de antimonio,
glucantime y pentostan, ketoconazol y algunos
derivados imidazoélicos, anfotericina B, sulfato de
aminosidina y  pentamidina’.  Todos  estos
medicamentos presentan el inconveniente de ser mal
tolerados por el paciente provocando importantes
efectos secundarios (fiebres, trastornos cardiacos,
hepéaticos y renales) y en muchos casos haciendo
necesaria su hospitalizacion, lo cual representa una
carga social sumamente elevada.

Entre los afios 1985-91, un grupo de investigadores
Franco-Boliviano, que trabajo en el Instituto Boliviano
de Biologia de la Altura (IBBA), de la Facultad de
Medicina de la Universidad Mayor de San Andrés
(UMSA), La Paz, Bolivia, confirmé la actividad
antiparasitaria, de los extractos de la especie Evanta
(Galipea longiflora), planta medicinal antiparasitaria
utilizada por el pueblo Tsimane. Un total de 12
alcaloides quinolinicos, fueron aislados e identificados
de las hojas, raices y corteza de tronco de esta
especie®®’. Algunos de los principios activos aislados
de las hojas de esta especie, resultaron ser nuevas
estructuras y debido a la eficacia demostrada®**° y la
baja toxicidad determinada en modelos in vivo***?*3,
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fueron patentados (Chimaninas A, B, C y D,
US4209519/15/04/93), estrategia que a la fecha no ha
dado ningun resultado tangible.

El Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
(IIFB), dependiente de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA, desde 1993
esta trabajando en la evaluacidn bioldgica de especies
medicinales listadas en Farmacopeas
Tradicionales*'*® a  través de  proyectos
multidisciplinarios'”*®*°. Nuestro mayor éxito, es el
estar involucrados en el equipo que esta preparando los
estudios clinicos sobre leishmaniasis en los que se
utilizaran formulaciones desarrolladas, en el IIFB,
sobre la base de extractos de Evanta (Galipea
longiflora) planta medicinal antiparasitaria conocida
por las etnias: Tacana, Mosetene y Tsimane, asentadas
en la amazonia Boliviana. Esta especie ha sido
seleccionada de entre mas de 800 extractos que han
sido evaluados por su actividad antiparasitaria in vitro

en la Gltima década®?4?,

Los resultados clinicos permitiran establecer las bases
para un estudio de aprovechamiento sostenible de esta
especie medicinal involucrando en el proceso a
comunidades Tsimane, Tacana, Mosetene, Colonos, la
Universidad y la Empresa Privada. Como una
estrategia de apoyo en el tratamiento de infectados con
Leishmania y al mismo tiempo promover un turismo
mas seguro, en las zonas tropicales gracias al
desarrollo de un profilactico natural, de amplio
espectro, que ayudaria a proteger del contagio de
infecciones parasitarias incluyendo leishmaniasis,
durante la estadia de los turistas en las zonas tropicales
de mayor incidencia.

Galipea longiflora Krause (sindbnimo Angostura
longiflora (Krause) Kallunki,) tiene diversos nombres
comunes, pero es conocida ampliamente por el nombre
vernacular de Evanta. Es un arbol de hasta 12 metros
de altura, presenta hojas trifoliadas alternas o
superpuestas sobre la misma rama con un peciolo
frecuentemente alado, sus flores aparecen en forma de
racimos. En Bolivia se la encuentra en los bosques
tropicales de los Ultimos contrafuertes andinos en los
departamentos del Beni y La Paz. El uso tradicional
mas frecuente es en forma de coccidn en el tratamiento
de diarreas causadas por paréasitos intestinales y como
fortificante para nifios y adultos™. Para el tratamiento
de la leishmaniasis, la corteza fresca o seca es molida y
aplicada directamente como cataplasma sobre las
ulceras, ademas de beber infusiones durante tres dias.
Este género cuenta con unas cuarenta especies
distribuidas desde Guatemala, Cuba, hasta Bolivia y el
Sur de Brasil®.
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Sobre la base de los antecedentes arriba descritos, el
IIFB ha desarrollado formulaciones farmacéuticas,
tépicas y sistémicas, a base de los alcaloides totales de
corteza de la Evanta. Como parte de un grupo
multidisciplinario, estamos a punto de iniciar estudios
clinicos Fase | (tratamiento de un ndmero reducido
pero representativo de voluntarios sanos para
documentar posibles alteraciones bioquimicas al
recibir la medicacion) y Fase Il (tratamiento de un
grupo selecto de enfermos seleccionados de acuerdo a
parametros médicos bien definidos). El presente
trabajo presenta los resultados de nuestros estudios
pre-clinicos que han permitido generar el primer
proyecto, a nivel nacional, sobre estudios clinicos a
partir de una planta documentada en farmacopeas
tradicionales amazénicas, que cuenta con el apoyo del
Ministerio de Salud, La Sociedad Boliviana de
Medicina Tradicional y la Agencia Internacional de
Cooperacién de Suecia®.

MATERIALES Y METODOS

El aislamiento y purificacion de los metabolitos
biol6gicamente activos se logro entre los laboratorios
del 1IFB-UMSA vy el Departamento de Biotecnhologia
de la Universidad de Lund, mediante cromatografia
liquida al vacio (CLV) sobre Silica gel, 70-230mesh,
(Aldrich), cromatografia en capa delgada, (TLC) sobre
placas DC-Alufolien 20x20cm, Silica gel 60 F254
(Merck), placas preparativas (PLC) sobre placas de
vidrio 20x20cm Silica gel 60 F254, 1 y 2mm (Alltech),
con los sistemas de eluyentes: A) Tolueno:Acetato de
etilo (90:10); B) Tolueno:Dietil eter (80:20) y C) n-
Hexano:Dietil eter:Metanol (75:15:5, x3corridas). Los
solventes para cromatografia fueron: Toluene puriss

(Riedel-deHaen, 24529), n-Hexane (Merck,
Suprasolv), Dichloromethane (Merck, Lichrosolv),
Diethyl ether (ACS reagent, Aldrich), Methanol

(HPLC, Lab Scan). Los espectros de 'H y *C NMR
(1D, 2D, COSY, HMBC y HMQC) fueron obtenidos
en un espectrémetro Bruker operando a 400.1316 MHz
(*H) y 100.6337 MHz (**C), con CDCl, como solvente
y referencia interna a ] 7.24 y 77.24ppm para‘H y
3C, respectivamente. Los espectros de masas se
obtuvieron en un equipo Micro mass Q-Tof micro,
operando con Electron Spray a: Polarity ES+;
Reference cone Voltage (V) 90.000; Capillary (V)
1469.0; Sample Cone (V) 40.0; Extraction Cone (V)
0.5; Source Temp (C) 80.0; Syringe rate (ul) 5.0;
Collision Energy 7.0; Low and High resolution 3.0; RF
lens 10.9; Pre/post filter 8.5. Los espectros de UV se
obtuvieron en un espectrofotometro de doble haz
Cintra 5(180-400nm) en celdas de cuarzo de 5mm
utilizando HCI 1IN como disolvente. Los
rotaevaporadores utilizados fueron: Buchi rotavapor
RE 111, y Heidolph Laborota-400 con bomba de vacio
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Diaphragm Vacuum Pump DC-4. Las bombas de alto
vacio fueron: AEG-VDE0530 y Edwards 5 (ambas de
doble etapa). Para las evaluaciones biol6gicas y
cultivos celulares, los materiales y medios de cultivo
fueron esterilizados en una autoclave All American
25X, por 15 min. a 121°C.

Colectas Vegetales

La colecta de &rboles de Evanta, se ha llevado a cabo
alrededor de la Comunidad Tacana de Santa Rosa de
Maravilla, entre los meses de Agosto de 2003
(S13°56°587 y W0.68°00°308) y Septiembre y 2004
(S13°56°574 WO0.68°00°474) a una altura de 293
m.s.n.m, en la Provincia Abel Iturralde, La Paz,
Bolivia. Su identificacion taxondmica se realiz6
mediante comparacion, con las muestras vaucher
(AS49 y SD17) depositadas en el Herbario Nacional de
Bolivia.

Métodos de Extraccion

Extraccion continua

En dos equipos de extraccion continua (soxhlet),
corteza (25¢g) y hojas (25g), finamente molidos fueron
extraidos con CH,Cl»(250mL) por 2.5hr. Los extractos
obtenidos, por rotaevaporacion (120rpm y 40°C),
fueron secados con bomba de alto vacio, hasta peso
constante. El rendimiento de la extraccion fue de 3.7%
(corteza) y 3.1% (hojas), con relacién al peso seco de
la planta.

Maceracion

El material vegetal seco finamente molido (4K) fue
macerado por 3 dias en CH,CI,(10L x 3veces), en
percoladores cénicos de acero inoxidable (diametro
inferior 22cm x didmetro superior 42cm x 74cm de
alto). El extracto fue filtrado y concentrado a 40°C y
secado con una bomba de alto vacio hasta peso
constante. El rendimiento de la extraccion fue de 4.6%
(corteza) y 3.9% (hojas), con relacién al peso seco de
la planta.

Obtencidn de alcaloides totales

El extracto crudo (50g) fue disuelto en CH,Cl,(100mL)
y sometido a lavados sucesivos con HCI IN(100mL x
3veces, c/u por 30min. sobre agitador magnético). Los
lavados acidos fueron controlados con un
espectrofotometro UV, combinados y llevados a
precipitacién completa con NaOH 2N(ca.150mL). El
s6lido  formado fue extraido con CH,Cl,
(100mLx3veces). La solucion  organica  fue
deshidratada con NaSQ,, filtrada, evaporada al vacio y
secada con una bomba de alto vacio hasta peso
constante. Los rendimientos fueron del 2.0%(corteza) y
0.57%(hojas).
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Purificacion de los alcaloides de la corteza

Los alcaloides totales (17.6g) fueron disueltos en
CH,CIx(70mL) y se adiciono Silica gel (65g). La
muestra fue secada utilizando rotaevaporador y
sometida a alto vacio por 30min. Este material fue
utilizado como cabeza en la columna VLC (10cm
didmetro x10cm alto), con Silica gel (275g). La
columna fue eluida (bajo vacio) con Tolueno (2L,
Fraccion 1, 4.5g); Tolueno-dietil eter (80:20; 0.50L,
Fraccion 2, 4.7g); Tolueno-dietil eter (80:20; 0.75L,
Fraccion 3, 4.1g) y Tolueno-metanol (80:20, 0.50L,
Fraccion 4, 3.5g). Las Fracciones 1 y 2, fueron
controladas por TLC (solvente A), unidas y sometidas
a cristalizacion con n-hexano caliente, para obtener la
2-fenil-quinolina (1) (51%, con relacién al peso de
alcaloides  totales), [MS+1]=206.0970(CysH1(N),
estructura confirmada por espectros de MS de alta
resolucién; *H y *C RMN, 1y 2D. La Fraccién 3 fue
analizada por TLC-MS, confirmandose la presencia de
los alcaloides 1 [MS+1]=206.0970(CssH11N);
4[MS+1]=172.1126(C,H3N).  La  fraccion  fue
purificada por PLC (Solvente B) y los principales
alcaloides: 2, 3 y 4 se identificaron por MS alta
resolucién; *H, °C RMN, 1y 2D. La Fraccién 4, fue
analizada por TLC-MS, confirmandose la presencia de
los alcaloides 1[MS+1]=206.0970(Cy5H11N);
2[MS+1]=200.1439(Cy4H17N); 3[MS+1]=236.1075
(C16H13NO); 4[MS+1]=172.1126(C1,H;3N) y
5[MS+1]=278.1181(C1gH15NO,), acompariados de los
alcaloides minoritarios 6]MS+1]=230.1545(C;5H1gsNO)
y 7[MS+1]=308.1287 (C19H17NO3). La fraccion fue
purificada por PLC (Solvente C) y los principales
alcaloides: 4 y 5 fueron identificados por MS de alta
resolucion; 'H y *C RMN, 1y 2D

Purificacion de los alcaloides de las hojas

La purificacién de los principios activos a partir de los
extractos totales de hojas, siguieron los procedimientos
arriba descritos para la corteza. Asi de la Fraccién 1,
mediante cristalizacion con n-hexano caliente, se
obtuvo la 2-fenil-quinolina (30%, con relacién al peso
de alcaloides totales), [MS+1]=206.0970(C.sH1:N),
estructura confirmada por espectros de MS de alta
resolucién; *H y *C RMN, 1y 2D. Las Fracciones 2, 3
y 4 fueron analizadas por TLC-MS, encontrandose
como alcaloides mayoritarios a las moléculas
1[MS+1]=206.0970(C15H1:N);
3[MS+1]=236.1075(C1¢H13NO);
4[MS+1]=172.1126(C1,H;3N); 8[MS+1]=200.1075
(C13H13NO); 9[MS+1]=186.0919(C4,H1;NO) y
10[MS+1]=170.0970(C,H;;1N). Los alcaloides
mayoritarios 8, 9 y 10 fueron purificados por PLC
(Solvente C) y se identificaron por MS de alta
resolucion, 'H y *C RMN, 1 y 2D. Como alcaloides

97

minoritarios en los extractos de hojas se detectaron por
MS de alta resolucion, a los compuestos 7
[MS+1]=308.1287 2(C1gH17NO3) y 11
[MS+1]=294.1494(C19H1sNO,)

Evaluaciones antiparasitarias in vitro

La actividad de las muestras fue medida sobre cultivos
in vitro del estadio promastigote de Leishmania:
complejo L. amazonensis (cepa PH8, cepa 690 ),
complejo L. braziliensis (cepa M2903, cepa 2252),
complejo L. donovani (cepa pp75) y complejo L.
chagasi (cepa 642), cultivados a 26°C en medio
Schneider suplementado al 5% con suero bovino fetal
inactivado (56°C x 30min). Pardsitos en fase de
crecimiento  logaritmico fueron distribuidos en
microplacas de 96 pozos a una concentracion de
1x10%parésitos/mL, cada pozo fue tratado con
diferentes concentraciones de los extractos: 100, 50 y
25ug/mL. Los resultados de actividad leishmanicida
son expresados en valores de 1Cgq (concentracion de la

droga que inhibe el 50% del desarrollo del parasito),
obtenido mediante una tipica curva dosis respuesta (log
de la concentracién de la droga vs % de inhibicién),
como factor de tratamiento fueron realizadas tres
replicas. Las cepas fueron provistas por Dr. Jean-Pierre
Dedet (Instituto Pasteur-Francia).

Estudios toxico-cinéticos

En el bioterio del IIFB, ratones albinos de la cepa
Balb/c adultos, de ambos sexos (25-30g), fueron
organizados en grupos experimentales y ratas Wistar
(200-300g), fueron mantenidos en condiciones
controladas, iluminacion (ciclo claro/oscuro de 12hr),
temperatura (18 y 20°C) con agua y alimento ad
libitum y humedad relativa entre 30-70%. Los animales
permanecieron de 8 a 24 horas en ayunas antes de la
administracién por via oral (canulas 19G x1-/, pulg
para ratones y 18G x3-'/, pulg para ratas) del extracto
de la Evanta, en un vehiculo oleoso a dosis de: 5.0, 2.5,
1.0 y 0.5g/kg de peso. Observandose a los animales en
ambulacion sobre una superficie plana libre. Los
ratones fueron evaluados segun criterios establecidos?.

Determinacion de toxicidad aguda

La dosis letal media (DLsy) se determino en
condiciones de bioterio arriba descritas. Un grupo de
ratones (10 animales de 25 a 30g) recibid por via oral
el extracto oleoso (5.0g/kg peso, el grupo control
recibid el vehiculo oleoso, volumen calculado segun
peso) los cuales fueron observados por l4dias. El
experimento se realiz6 por triplicado (ratones hembras
y machos) para valorar la repeticion. La DLg, se
determino usando el método de Hill%.



REVISTA BOLIVIANA DE QUIMICA

VOLUMEN 22, No.l - 2005

Determinacion de toxicidad subcroénica

Los niveles de toxicidad subcrénica se determinaron en
condiciones de bioterio descritas. Un grupo de ratones
(60 animales con */-20% variacion de peso) recibié por
via oral el extracto oleoso diariamente a la misma hora
por un periodo de 28 dias (5.0, 2.5 0.5g/kg, el grupo
control recibi6 el vehiculo oleoso, volumen calculado
segln peso). Paralelamente se trabajo con un grupo
satélite de 20 ratas (10 por cada sexo) tratadas con el
extracto (2.5g/kg) por 28 dias para las determinaciones
bioquimicas clinicas (urea, fosfatasa alcalina,
GOT/AST, GPT/AST) en sangre cada 7 dias. Los
examenes histopatoldgicos se realizaron cada 7 dias
(cerebro, higado y rifién) en concordancia a criterios
establecidos®’.

Determinacidn de los parametros farmacocinéticos

Grupos de ratones (8 animales con */-20% variacion de
peso) fueron administrados con extracto oleoso
(1.0g/kg y grupo control, con vehiculo oleoso).
Muestras de sangre de la cola se colectaron en tubos de
hematocrito heparinizado (1, 2, 3, 5, 6, 12, 18, 24, 30,
36 y 55hr). Las muestras sanguineas fueron tratadas
con de fosfato buffer (pH 7.4, 2mL) y extraidas con
CHCI; (20mL), y secadas con Na,SO, (2.0g). La
cuantificacion de alcaloides se realizo utilizando el

espectrofotometro UV-Vis entre 200-400nm mediante
parametros definidos?.

Induccidn del cultivo de Evanta in vitro

Hojas de plantulas de G. longiflora fueron esterilizadas
superficialmente en etanol 70%(v/v x30seg) y cloruro
de piridonio 0.15%(v/v x30seg), hipoclorito de sodio
2%(viv x30min), Benlate® 0,1%(p/v, X5 min) y
anfotericina B (15mg/L x10 min). Las hojas tratadas
fueron seccionadas en piezas de 5mm por lado y
colocadas en cajas de Petri conteniendo el medio basal
M&S completo® (Sigma) con la adicién de vitaminas
Gamborg's B5 (Sigma) y la adicion de 100mg/L de mio-
inositol y 3%(p/v) de sacarosa. A este medio se
adicionaron las combinaciones hormonales (2,4-D/BAP;
2,4-D/Kin; NAA/BAP y NAA/Kin) descritas, el medio
fue ajustado a pH 5,8 y se adicioné agar 8%(p/v)
(Sigma) y esterilizado en autoclave. EI medio fue
transferido a cajas de Petri, una vez gelificado, se
transfirieron segmentos de hojas y se incubaron a 25 °C
dentro de una camara de cultivo con un fotoperiodo de
16hr. luz a una intensidad de 50umol s'm? Las
porciones friables de los callos fueron sub-cultivados
durante ocho ciclos de 3 semanas c/u en los medios
solidos antes de inducir las suspensiones celulares.

Combinaciones Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C Tratamiento D
Hormonales 2,4-D/BAP 2,4-D/Kin NAA/BAP NAA/KIN

M1 0/10 0/10 0/10 0/10

M2 0.1/5 0.1/5 0.1/5 0.1/5

M3 0.5/5 0.5/5 0.5/5 0.5/5

M4 1/1 1/1 1/1 1/1

M5 5/5 5/5 5/5 5/5

M6 5/0.1 5/0.1 5/0.1 5/0.1

M7 10/0 10/0 10/0 10/0

M8 0 0 0 0

Suspensiones celulares semi-continuas

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las suspensiones celulares se iniciaron a partir de tejido
de callo (1.0g) y se transfirieron a matraces (125mL)
con medio liquido M&S (50mL), vitaminas medio
Gamborg's B5, &cido 2,4-diclorofenoxiacetico (5mg/L)
y cinetina (0.1mg/L). Los cultivos celulares fueron
incubados en cémara de cultivo a 25°C sobre un
agitador orbital rotatorio (Heidolph 2010) a 100r.p.m.
en oscuridad completa, por un periodo de 30 dias,
monitoreando en intervalos de 5 dias el incremento de
biomasa y la produccion de alcaloides en el medio
liquido.
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Un total de 10 &rboles de Evanta, de entre 7 a 11
metros de altura y entre 10 a 12 ¢cm de didmetro a la
altura del pecho, fueron colectados y los diferentes
6rganos secados y tamizados por separado. La Figura 1
presenta el promedio de peso, seco en kilogramos, de
los organos por arbol. El material fue extraido y los
extractos evaluados frente a parasitos de Leishmania,
en modelos in vitro, este trabajo se centra sobre los
extractos de hojas y de corteza principal.
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0
Corteza |Corteza
Hojas [Peciolosprincipal| raiz
OArbol | 1,7 0,6 3,8 0,4

Figura 1. Peso seco promedio, en kilogramos, de los diferentes 6rganos de arboles de Evanta.

El material vegetal, seco y finamente molido fue

1N (10, 20mL). La Figura 2 presenta, los resultados de
las extracciones con y sin humectacién y la Figura 3

sometido a procesos de extracci6n por maceracion y
por extraccidon continua (soxhlet), con y sin previa
humectacion utilizando NaOH 0.1N(10,15, 20mL) y

muestra que es conveniente llevar el proceso de

maceracion por 3 dias, sin humectacion previa.

45

35

25

% Rendimiento

15

0.5

10mL

Maceracion 10 mL 15mL 20 mL 20 mL

%

dias

Figura 2. Rendimientos de extraccién por
maceracion sin humectacion (Maceracion).
Humectando con NaOH 0.1N, 10, 15y 20mL y
Humectando con NaOH 1.0N, 10 y 20mL.

Los rendimientos de obtencion de los alcaloides
totales, con HCI 1N, a partir del extracto crudo se
muestra en la Figura 4, mientras que en la Figura 5 se

60
40
%
20
0
ler. 2do. 3er.
O Alcaloides 53 35.3 11.6
totales

Figura 4. Rendimiento de los lavados
del extracto crudo de corteza en la obtencion
de alcaloides totales utilizando HCI 1N.

Figura 3. Rendimiento de extraccién por
Maceracion, sin previa humectacion, en dias.

muestra, mediante espectros de UV de cada uno de los
tres lavados realizados, la extraccion sucesiva de los

alcaloides.

2do.

4| 3er.

200 R
Figura 5. Espectros de UV del extracto crudo
(Ec), primero (Ler), segundo (2do) y tercer
(3er) lavados en medio &cido.

300 400
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Nuestros estudios de extraccion, de tres repeticiones,
de 4.0 kilogramos de corteza seca y molida rindieron
un promedio de 185.7 gramos de extracto crudo (4.6%,
con relacion al peso seco de la planta), a partir del cual
se obtuvieron como promedio 83.0 gramos de
alcaloides totales (2.0% con relacion al peso seco de la
planta y/o un 44.7% a partir del extracto crudo). De
igual manera, partir de 3.8 kilogramos de hojas secas y
pulverizadas se obtuvieron 147.8 gramos de extracto
crudo (3.9%, con relacion al peso seco de la planta) y
21.7 gramos de alcaloides totales (0.57%. con relacién

al peso seco de la planta y/o un 14.6% a partir del
extracto crudo).

Los extractos crudos y los alcaloides totales obtenidos,
fueron evaluados frente a las cepas de paréasitos de
Lieshmania que se manejan en el 1IFB. En la Tabla 1,
se presentan los promedios de los valores de la IC50
(entre 58 a 61 repeticiones) y se puede observar que los
alcaloides totales de la corteza muestran una actividad
superior cercana a cuatro veces la del extracto crudo y
los alcaloides totales de hojas muestran actividad
superior a mas de dos veces a actividad del extracto
crudo correspondiente.

Tabla 1. Promedios de valores de 1C50 de extractos crudos y alcaloides totales de corteza y hojas de G. longiflora
frente a diferentes cepas de Leishmania.

IC50 en pg/ml IC50 en pg/ml
Corteza Principal Hojas
Cepas de Leishmania E. crudo A. Totales E. crudo A. Totales
L. amazonensis (PH8) 86.4 21.5 55.6 20.8
L .amazonensis (690) 98.4 - 60.2 -
L. braziliensis (M2903) 91.1 22.1 52.7 20.7
L. braziliensis (2252) 76.5 - 64.7 -
L. donovani (pp75) 90.4 26.4 52.8 21.8
L. chagasi (642) 125.2 - 77.9 -

Los extractos organicos de hojas (IC50 entre 52.8 y
77.9ug/ml) y de corteza (IC50 entre 765 vy
125.2ug/ml) presentan actividad Leishmanicida in
vitro sobre promastigotes de cepas de Leishmania: L.
amazonensis (690 y PH8) L. braziliensis (M22903 y
2252), L. donovani (pp75) y L. chagasi (642).
Utilizando el programa estadistico ANOVA, del
analisis de varianza, una via, en base a los valores de
las IC50 se observé que no existen diferencias
significativas en la actividad leishmanicida (entre
cepas de la misma patologia) y podemos concluir que,
en términos generales, los extractos organicos de hojas
presentan una mayor actividad leishmanicida que los
extractos de corteza, excepto frente a la cepa L.
braziliensis (2252) que pese a presentar diferencias en
sus medias (corteza 76.5ug/ml y hoja 64.7ug/ml), la
variabilidad existente entre las poblaciones estudiadas
son del mismo orden de magnitud que de los errores,
por lo tanto, se considera que las medias de los
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tratamientos son iguales y las diferencias observadas se
deben a la variabilidad biolégica o a un error
experimental. Sin embargo al realizar el mismo analisis
sobre especies diferentes L. donovani (pp75, corteza
90.4ug/ml y hoja 52.8ug/ml) y L. chagasi (642, corteza
125.2ug/ml y hoja 77.9ug/ml), cepas que representan
la misma patologia (leishmaniasis visceral) se puede
evidenciar actividad biol6gica significativamente
diferente. Por un anlisis semejante, podemos concluir
que no existen diferencias significativas entre los
valores de las IC50 de los alcaloides totales, de hojas y
corteza, frente a las cepas evaluadas.

Los alcaloides totales fueron parcialmente purificados
y divididos en cuatro fracciones por cromatografia de
vacio (VLC) sobre silica gel utilizando mezclas de
tolueno, éter dietilico y metanol, de acuerdo a
polaridad creciente, la Tabla 2 presenta los
rendimientos de las fracciones respectivas.
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Tabla 2. Resultados del fraccionamiento de los alcaloides totales en cromatografia de VLC

Corteza Hojas
Extracto crudo 17.69 6.99
SiO, cabeza 65.0g 25.0g
SiO, columna 275.0g 124.0g
Fraccion 1: Tolueno (Tol) 429, 26% 2.1g 33%
Fraccion 2: Tol-(Etil),0 (8:2) 479 28% 3.1g 46%
Fraccion 3: Tol-(Etil),0 (8:2) 419 25% 1.19 16%
Fraccion 4: Tol-MeOH (8:2) 350 21% 0.3g 5%
Total Fracciones 16.5¢ 6,69

De las fracciones 1 y 2 de los alcaloides totales de la
corteza y de la Fraccion 1 de los alcaloides totales de
las hojas, se aislo la 2 fenil quinolina (1), por
cristalizacion de n-hexano caliente, con un rendimiento
de 51% (con relacién al peso de los alcaloides totales
de la corteza) y 30% (con relaciéon al peso de los
alcaloides totales de las hojas). En los alcaloides
totales de la corteza el compuesto 1, esta acompafiado
de los compuestos: 2-pentil-quinolina (2); 4-metoxy-2-
fenil-quinolina (3); 2-propil-quinolina (4) y 2-(3,4-
metilendioxifeniletil)-quinolina  (5), en relacion
1:05:0.28:0.28, respectivamente. Las moléculas 1 a 5
representan cerca del 99% del total de los alcaloides
totales. Las estructuras fueron determinadas por
espectrometria de masas de alta resolucion y por RNM
de 'Hy **C (1 y 2D), las asignaciones correspondientes
estan detalladas en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

Por técnicas de TLC-MS, se ha podido establecer que
entre los alcaloides minoritarios se encuentran las
sustancias 4-metoxy-2-pentil-quinolina (6) y 4-
metoxy-2-(3,4-metilendioxifeniletil)-quinolina (7).

Mientras que en los alcaloides totales de las hojas, el
compuesto 1 esta acompafiado de los compuestos: 4-
metoxy-2-fenil-quinolina (3); 2-propil-quinolina (4); 4-
metoxi-2-(E)-prop-1'-enilquinolina (Chimanina C, 8);
Chimanina D (9) y Chimanina B (10). Las estructuras
fueron determinadas por espectrometria de masas de
alta resolucién y por espectroscopia de RNM de 'H y
B3C (1 y 2D). Por técnicas de TLC-MS, se ha podido
establecer que entre los alcaloides minoritarios se
encuentran las sustancias 4-metoxi-2-(3,4-metilen-
dioxifeniletil)-quinolina (7) y 2-(3,4-dimetoxifeniletil)
fenilquinolina (11).

Tabla 3. Asignacion de los desplazamientos quimicos de *H de los alcaloides quinolinicos obtenidos de la corteza
de Evanta (CDCls, 6§ =7.24ppm y 400MHz)

[] Protén 1 2 3 4 5
C3 7.85(1H, d) 7.20(1H, d) 7.07(1H,s) | 7.15(1H, d) 7.08(1H, d)
J=8.6Hz J=8.4Hz J=8.4Hz J=8.4Hz
C4 8.23(1H,brd) | 7.95(1H,brd) - 7.95(1H, brd) 7.93(1H, brd)
J=8.6Hz J=8.4Hz J=8.4Hz J=8.4Hz
C6 7.81(1H,brd) | 7.63(1H,brd) | 7.73(1H,brd) |7.63(1H, brd) 7.63(1H, brd)
J=8.1Hz J=8.0Hz J=8.1Hz J=8.4Hz J=8.0Hz
c7 7.51(1H, m) | 7.35(1H,dd) | 7.51(1H, m) | 7.35(1H, dd) 7.35(1H, dd)
J=8.0y 6.7Hz J=8.4y6.7THz J=8.0y 6.7Hz
C8 7.76(1H, 1) 7.56(1H, dd) 7.76(1H,t) | 7.56(1H, dd) 7.56(1H, dd)
J=7.9Hz J=7.1y6.7Hz J=7.9Hz |J=7.1y6.7Hz J=7.1y6.7Hz
C9 8.18(1H, brd) | 7.79(1H, brd) |8.18(1H, brd) |7.97(1H, brd) 7.97(1H, brd)
J=7.9Hz J=7.1Hz J=7.9Hz J=7.1Hz J=7.1Hz
cr - 2.90(2H,brdd) - 2.83(2H,dd) 2.83(2H,dd)
J=7.8y 8.0Hz J=7.6y6.1Hz J=7.6y6.1Hz
c2 8.20(2H, d) |1.75(2H,brpen) | 8.20(2H, d) |1.76(2H,sex) | Sist AB 3.13 (2H)
J=7.0Hz J=7.5Hz J=7.0Hz J=7.7THz (J=10.2 y 8.9Hz)
Cc3’ 7.55(2H,t) |1.32(4H, brm) 7.55(2H, t) 0.91(3H,t) | Sist AB 2.97 (2H)
J=7.0Hz J=7.0Hz J=7.3Hz (J=10.2 y 8.8Hz)
c4 7.48(1H,t) | 1.32(4H, brm) | 7.48(1H, 1) - -
J=7.0Hz J=7.0Hz
C5’ 7.55(2H, 1) 0.85(3H, 1) 7.55(2H, t) - -
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J=7.0Hz J=7.1Hz J=7.0Hz
ce’ 8.20(2H, d) - 8.20(2H, d) - -
J=7.0Hz J=7.0Hz
c2» - - - - 6.56(1H,dd)
J=8.0y 1.3Hz
c3” - - - - 6.80(1H,d)
J=8.0Hz
c6” - - - - 6.97(1H,d)
J=1.3Hz
OCH, - - 3.94(3H,s) -
OCH,0 - - - - 5.77(2H,s)
OCH;
= AN
o9 an o9
=
- N \A/H\/N;\N\ = N7
1 2 3

\

0
f//
7\
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/ i\N\
o
o/ N7
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Tabla 4. Asignacion de los desplazamientos quimicos de **C de los alcaloides quinolinicos obtenidos de la corteza y
hojas (CDCls, 6 =77.24ppm, 100MHz)

[]Carbono 1 2 3 4 5 8 9 10
C2 157.2 | 162.7 | 158.8 | 163.5 | 162.5 |156.5 |156.5 | 158.0
C3 118.0 | 121.3 | 98.0 | 1215 |121.6 | 97.2 |118.4 |116.7
C4 136.6 | 136.1 | 162.8 | 136.3 | 136.2 |158.8 |136.2 | 137.5
C5 127.3 | 126.6 | 120.3 | 126.8 | 126.9 |121.5 |127.2 | 127.8
C6 1274 | 1274 | 130.0 | 127.6 | 1275 |125.0 |127.6 | 127.7
C7 1295 | 1252 | 129.1 | 125.7 | 1259 |125.0 |125.9 | 126.5
C8 129.8 | 128.7 | 129.2 | 129.5 | 129.4 |130.1 |129.6 | 129.8
C9 129.9 | 129.2 | 121.6 | 128.9 | 128.8 |129.4 |128.9 | 129.2
C10 148.2 | 147.8 | 149.1 | 148.0 | 147.0 |148.8 |148.2 | 147.6
Cr 1396 | 39.3 | 1403 | 414 | 41.3 |1325 | 60.4 | 1324
c2’ 1276 | 29.7 | 1276 | 234 | 357 |132.8 | 58.3 |132.2
C3’ 128.9 31.7 128.7 14.1 - 18.8 179 | 184
Cc4’ 126.2 22.5 125.4 - - - - -
C5’ 1289 | 140 | 1287 - - - - -
C6’ 127.6 - 127.6 - - - - -
Cc1” - - - - 135.4 - - -
c2” - - - - 109.1 - - -
Cc3”» - - - - 147.1 - - -
Cc4” - - - - 145.6 - - -
C5” - - - - 1214 - - -
C6”’ - - - - 108.2 - - -
OCH;,3 - - 55.6 - - 55.5 - -
OCH,0 - - - - 100.8 - - -
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El extracto de la corteza de la Evanta, disuelto en un
vehiculo oleoso, fue administrado a ratones albinos de
la cepa BALBI/c por via oral a concentracion de 5g/kg
y dio como resultado una Dosis Letal cero (DL,), dado
que no se observaron signos de toxicidad ni muertes
entre el grupo control que recibié solamente el
vehiculo, por tanto se concluye que ambos grupos
tienen un efecto similar. A partir de los resultados
obtenidos en el estudio preclinico de los extractos de la
Evanta, mediante modelos toxicocinéticos en ratones
BALB/c y ratas Wistar podemos inferir que el uso
popular de la Evanta utilizada por las etnias Tacana,

OCH,
OCH,

Chiman y Mosetene en el tratamiento de la
leishmaniasis no evidencia toxicidad por via oral.

Con respecto al estudio hematoldgico podemos
concluir que no se observaron diferencias significativas
en los valores de hematocrito entre el grupo control y
el grupo tratado con el extracto de la Evanta, a una
concentracion de 2.5g/kg, y que ambos grupos tienen
un valor similar de hematocrito en %, las diferencias
observadas en la medias de tratamientos son debidas al
azar. La evaluacion de pardmetros quimico clinicos en
ratas Wistar evidencia cambios pocos significativos en
el procesamiento enzimatico ver cuadro (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados de los estudios de toxicidad subcrénica, en ratones BALB/c y ratas Wistar administrados con
extractos crudos de Evanta

ESPECIE UTILIZADA PARAMETRO RESULTADO
EVALUADO
Rato6n albino cepa BALB/c Mortalidad Ninguna

Rato6n albino cepa BALB/c

Peso corporal

Promedio 30g */.5g

Rato6n albino cepa BALB/c

Consumo de agua y
alimentos

Agua = 3mL */.0.5mL dia.
Comida = 4g */.0.5g dia.

Raton albino cepa BALB/c

Ensayos hematologicos

Hematocrito = 63% /.5 %.
Recuento de GB = 10.062mm?
Cayados = 0%

Segmentados = 32%
Eosinofilos = 0%

Basofilos = 0%

Linfocitos = 66%

Monocitos = 2%

Ratas Wistar

Bioguimico Clinicos

Urea = 36 — 45mg/L

GOT/AST = 137-146U/L
GPT/AST = 42-46U/L

Fosfatasa Alcalina = 209-243U/L
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El estudio histopatolégico muestra que no existe
evidencia de dafio en los 6rganos diana expuestos en el
tratamiento subcronico. (ver Cuadro 2). Los resultados
del modelo farmacocinético, contribuyen a proponer
un régimen de dosificacién a partir de los datos
obtenidos, puesto que al conocer la cinética del
extracto es posible calcular la dosis de carga debido a
las diferencias entre las concentraciones en funcién al
tiempo. Este trabajo fue el primer paso en este tipo de
investigaciones donde se ha cumplido una primera
fase, que son los problemas en la administracion por
via oral.

Actualmente, se esta trabajando en determinar los
niveles de bio-disponibilidad de los alcaloides totales,
en forma de sustancias puras, utilizando conejos, para

poder definir las concentraciones ideales de los
preparados farmacéuticos sistémicos, elaborados a base
de Evanta y que serian utilizados en los estudios
clinicos.

La semivida de eliminacién o vida media bioldgica
(tiempo necesario para que desaparezca del organismo
el 50% del extracto) encontrado para el extracto de
Evanta es de 17.41 horas (la quinina tiene 11+/-
2horas). Esto se debe a que la constante de absorcion,
Ka=0.5389, es mayor que la de eliminacién
Ke=3.98x107 lo cual muestra una absorcién mas
rapida que la eliminacion. Este dato nos permite
plantear un esquema de administracién en forma tal
gue se asegure el mantenimiento a un nivel sanguineo
efectivo sin peligro de intoxicacién (Cuadro 3)

Cuadro 2. Estudio histopatoldgico en ratones BALB/c tratados con extractos crudos de Evanta

ESPECIE /CEPA PARAMETRO

UTILIZADA

RESULTADO

Rat6n albino cepa BALB/c Histopatolégico

Primera
Semana

Cerebro: Histograficamente preservado,
sin lesion patoldgica.

Higado: Histograficamente preservado sin
lesion patolégica.

Rifién: Discreta necrosis tubular por
hipoxia y cambios post mortem iniciales.

Ratén albino cepa BALB/c Histopatoldgico

Segunda
Semana

Cerebro: Discreto edema inicial por
signos de hipoxia leve.

Higado: tumefaccion turbia y congestion
de venas centrales.

Rifion: marcada infiltracion grasa.

Ratén albino cepa BALB/c Histopatoldgico

Tercera
Semana

Cerebro: sin lesion patologica.

Higado: sin lesion patolégica.

Rifién: Sin lesién patoldgica, solo se
evidencian cambios iniciales post mortem.

Rat6n albino cepa BALB/c Histopatolégico

Cuarta
Semana

Cerebro: sin lesion patolégica.
Higado: sin lesion patolégica.

Rifién: sin lesién patoldgica. Cambios
iniciales post mortem.

Para determinar la cinética del extracto crudo de
Evanta (absorcion, distribucion y eliminacion en
funcidn al tiempo), se administrd por via oral una dosis
de 1g/kg de peso a grupos de 4 ratones con un peso
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promedio de 25-30g, a los cuales se les tomo sangre a
diferentes horas para cuantificar por espectroscopia de
UV la concentracion del extracto de Evanta en sangre
(Figura 6).
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Cuadro 3. Resultados de los parametros farmaco-cinéticos

PARAMETRO UNIDAD
\olumen de distribucion (Vd) 96.70 L
Constante de absorcién (Ka) A=-4.86

B =0.5389
Constante de eliminacion (Ke) A=486
B =3.98x107

Semivida de Absorcion (t'/,) 1.28 horas
Semivida de eliminacion (t '/,) 17.41 hr
Area bajo la cura ABC 98.121 pg/hr/mL
Depuracién 3.84 mL/min

> El calculo de los resultados se realizo por el programa computarizado Tallarida®.

El volumen de distribucién fue de 96.70 litros, y es
otro parametro de importancia para discutir los
procesos de disponibilidad de los fArmacos, puesto que
nos ayuda a relacionar la cantidad de extracto
administrado y su concentracién en sangre. Este valor
elevado, hace suponer que la mayor parte del
compuesto estaria unido a la alblmina o a una
glucoproteina, por la naturaleza del alcaloide basico. El
volumen de distribucién puede variar ampliamente con
dependencia del pKa del extracto oleoso, del grado de
fijacion a las proteinas plasmaticas, del coeficiente de

particion lipidico del extracto. También puede variar
en funcién a la edad, sexo o una patologia y la
composicién organica del organismo sobre el que se
aplica.

La determinacion del &rea bajo la curva (ABC) es el
pardmetro méas importante de la biodisponibilidad pues
determina la cantidad del medicamento absorbido en la
circulacién después de la administracion del extracto,
indicando la magnitud de absorcion y la
bioequivalencia (ver Figura 6)

Figura 6. Tiempo en horas vs. concentracion en mg/L del extracto de Evanta en plasma sanguineo
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A partir de los resultados obtenidos en el estudio
preclinico de los extractos de la Evanta, mediante
modelos toxicocinéticos, podemos inferir que su uso
popular por las etnias Tacana, Chiman y Mosetene
como alternativa en el tratamiento de la leishmaniasis
no evidencia toxicidad por via oral.

La validez del modelo planteado obedece a la
repeticion de los resultados en funcion al andlisis
estadistico, lo que nos inclina a concluir que el extracto
oleoso de la corteza de la Evanta, proveniente de los
bosques tropicales en los Ultimos contrafuertes
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bolivianos del Alto Beni de los departamentos de La
Paz y el Beni, administrados a ratones albinos de al
cepa BALB/c por via oral no mostraron toxicidad
significativa. No se  observaron  diferencias
significativas sobre los signos de toxicidad ni muertes
entre el grupo control que recibié solamente el
vehiculo, ni el grupo que recibi6é el extracto a una
concentracion de 5g/kg.

Dada la importancia de esta especie medicinal, en el
desarrollo de tratamientos alternativos para la
leishmaniasis, hemos comenzado estudios orientados al
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establecimiento in vitro de un sistema de cultivo
celular semi-continuo, destinado al estudio de la
produccion de metabolitos secundarios con actividad
leishmanicida, bajo condiciones controladas. Asi los
tejidos de hojas esterilizadas y expuestos a la
combinacion de 5mg/L de 2,4-DAA y 0.1mg/L de
cinetina dieron lugar a la formacién de callos friables a
los 20 dias de iniciado su cultivo (Figura 7). En los
demas tratamientos, si bien se observo la formacion de
callos, los mismos presentaron una consistencia poco
friable. Por otra parte se ha determinado que la
exposicion de los callos a la luz condiciona un proceso
de vitrificacion evidente del material vegetal, en
oscuridad completa este proceso no fue observado.

Disponer de un sistema de cultivos en suspension de
esta planta es relevante para futuros trabajos, dirigidos
a incrementar el contenido de alcaloides, dado que
permitiria la aplicacién de condiciones de induccién
tanto bidtica como abidtica que puedan promover la
acumulacién de estos alcaloides. Este sistema permitira
también realizar estudios sobre la enzimas
involucradas en la sintesis de los alcaloides de interés
con el fin de identificar los puntos de regulacion mas
importantes. Estudios orientados a la produccion de
estos alcaloides leishmanicidas, in vitro, estan en
curso.

Figura 7. Porcentaje de formacidn de callos a partir de explantes de hojas de G. longiflora en funcién a la
concentracion de auxinas y citocininas. EI % de respuesta se refiere al nimero de eventos de formacién de callos a
partir de 18 explantes después de 30 dias de cultivo.
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