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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de transmision vectorial, causada por diferentes
especies del género Leishmania. La OMS incluye a la leishmaniasis en el grupo de
Enfermedades Tropicales Desatendidas, debido a su impacto en la salud humana y en la
economia de paises endémicos, ademds de la escasa investigacion existente. Se trata de un
parasito digenético que alterna la forma promastigote flagelada extracelular y una forma
amastigote intracelular, pudiendo provocar una clinica cutdnea, mucocutdnea o visceral.
Actualmente no existe un tratamiento universal para la leishmaniasis, y no existen vacunas
autorizadas en humanos, siendo mas frecuente el uso de antimoniales pentavalentes,
anfotericina B liposomal, miltefosina, aminoglucésidos y derivados azdlicos. Sin embargo,
estos tratamientos presentan numerosos efectos secundarios, elevada toxicidad, diversas
resistencias y un alto coste. Esto, sumado a la necesidad de tratamientos accesibles de manera
global a toda la poblacidn, hace necesaria la investigacion de nuevas lineas de tratamiento mas
seguras, eficaces y menos toxicas. En la presente revision sistematica se tiene como objetivo
recoger informacidon sobre aquellas especies vegetales cuyos aceites esenciales han sido
evaluados por su potencial antileishmania. Se ha evaluado la actividad antiprotozoaria frente a
las especies de Leishmania que abarcan la Cuenca Mediterranea de las siguientes especies
vegetales: Azadirachta indica, C.sinensis, C.limon, C.clementina, Origanum onites, Origanum
vulgare, Olea europaea, Artemisia scoparia, Nigella sativa, Juniperus excelsa, Vernonia
brasiliana, Gossypium hirsutum y Carthamus tinctorius. Los resultados de esta revision
concluyen que, en general, los aceites esenciales extraidos a partir de especies vegetales
presentan una eficacia similar a los fArmacos actuales con una menor toxicidad. Asi pues, segun
los datos observados, estos productos podrian presentarse como una alternativa en desarrollo

para la produccion de nuevos farmacos frente a Leishmania.

Palabras clave: Leishmania, tratamiento, aceites esenciales, leishmaniasis.
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1. INTRODUCCION
La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de transmision vectorial, causada por diferentes
especies del género Leishmania (1). Son organismos protozoarios pertenecientes al orden
Kinetoplastida y la familia Trypanosomatidae (2). La leishmaniasis es una enfermedad que se
transmite a través de flebotomos, insectos del orden Diptera, y la familia Psychodidae (3). Es
una enfermedad con una distribucion mundial (Europa, América, Asia, Africa y Australia),
siendo endémica en mas de 90 paises (3). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluye
a la leishmaniasis en el grupo de Enfermedad Tropical Desatendida (ETD), debido a su impacto
en la salud humana y en la economia de los paises endémicos, ademas de la escasa investigacion
existente en comparacion con el elevado numero de personas que se encuentran en riesgo de
padecer esta enfermedad, entre otros motivos. Se estima que cada afio se producen entre
700.000 y 1 millon de casos nuevos (4) y su prevalencia global asciende a la cifra de 12 millones
de casos, pues no en todos los paises es una enfermedad de declaracion obligatoria lo que
sugiere una subestimacion del nimero de casos conocidos (5). Se trata de una enfermedad
ampliamente distribuida, presente en cuatro continentes (Europa, América, Asiay Africa), en
funcion de la especie de Leishmania causante de la enfermedad, como se observa en la Figura

I, y la segunda causa de muerte por parasitos en el mundo, después de la malaria (4).

Geographical distribution of Leishmania spp. — L.infantum G hical distribution of Leish ia spp. — L.dc

Figura I. Se representa en naranja la distribucion geografica global de diferentes especies de Leishmania:
L.infantum, L.donovani, L.major y L.tropica, obtenida de la Organizacion Mundial de la Salud (2019) (6).

La leishmaniasis puede presentarse con diferentes formas clinicas que variaran entre si, segun

cudl sea la especie causante de la infeccion, la distribucion geografica y la respuesta del
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hospedador. La mayor parte de las personas y animales infectados por este pardsito no presentan
sintomas, pero su presencia puede derivar en la aparicion de diferentes formas clinicas (3)
definidas por la ubicacion del parasito en los tejidos que este infecta: leishmaniasis visceral

(LV), leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis mucocutanea (LMC) (7).

La LC es la forma mas comun, se manifiesta con lesiones cutaneas, pudiendo llegar a ocasionar
lesiones ulcerosas, que en ocasiones se acompainan de lesiones satélite y/o linfangitis nodular
(5). La LMC ocasiona lesiones destructivas de las mucosas y de las estructuras cartilaginosas y

los tejidos conectivos subyacentes (5).

La forma mas grave de la enfermedad es la LV, que presenta manifestaciones en bazo, médula
Osea, higado y tejidos linfoides debido a la afectacion de células del sistema fagocitico
mononuclear de los drganos internos y manifestdndose con fiebre y pérdida de peso (2,4,5). La
LV presenta una tasa de mortalidad que alcanza el 95% en aquellos casos en los cuales no se
recibe tratamiento (2,4,5). La leishmaniasis dérmica post-kala-azar (LDPK) se produce en
pacientes curados de LV, que afios después desarrollan una afeccion cutdnea severa,

especialmente en paises como India (8).

En la actualidad se tiene conocimiento de hasta 54 especies de Leishmania, no todas capaces
de infectar al ser humano (7). De manera general, la LV es causada por L. donovani, L. infantum
(8,9). La LC es causada principalmente por especies como L.major, L.tropica y L.infantum,
especies predominantes en las regiones de la Cuenca Mediterranea, ademas de zonas de Africa,
Oriente Medio e India (9), también L.aethiopica y L.donovani causan LC (1). Especies como
L.amazonensis, L.infantum, L.mexicana, L.naiffi, L.braziliensis y L.guayanensis, causan LC,
que prevalecen en America Central y del Sur (9). En el caso de LMC, L.braziliensis,
L.aethiopica y L.panamensis son los principales agentes etiologicos (8,9). La LV curada,
previamente ocasionada por la infeccion con L.infantum y L.donovani, es la responsable de

LDPK (9).

Leishmania es un parasito digenético que alterna la forma promastigote flagelada extracelular
que se localiza y reproduce por fision binaria en el intestino medio del vector y una forma
amastigote intracelular que se encuentra en el interior del fagolisosoma de los macréfagos de
los mamiferos que infecta (10). El ciclo bioldgico, por tanto, alterna ambas fases, donde el
promastigote es la forma infectante para el mamifero que actuara como hospedador definitivo,

y el amastigote, presente en sangre, infectara nuevos flebotomos hembra, que son hematdfagos.
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El ciclo bioldgico comienza con la picadura de un flebétomo (principalmente de los géneros
Phlebotomus y Lutzomya) (3), el cual a través de la picadura perfora la piel del mamifero
hospedador definitivo ingiriendo los macrofagos infectados con amastigotes. Las células
infectadas de la sangre pasan al sistema digestivo del flebotomo donde ocurre la digestion, ahi
los amastigotes se transforman a promastigotes prociclicos, es decir, a la forma replicativa. Una
vez estos promastigotes se localizan en el intestino, el parasito comienza su proceso de
replicacion a través del mecanismo de fision binaria y se adhiere a las microvellosidades del
intestino. Posteriormente, el parasito se desprenderd de esa region y se desplazara a la region
anterior al intestino medio, donde seguira replicandose hasta desarrollar la forma infecciosa del
parasito (forma metaciclica) que se desplazara hacia la probascide del flebotomo. A
continuacion, el insecto pica a un mamifero, se liberan las formas metaciclicas en el nuevo
hospedador, siendo fagocitadas por macréfagos, alli se transformaran de nuevo a la forma de
amastigote, que comenzara su proceso de division a través de fision binaria hasta alcanzar un

elevado nimero de amastigotes conduciendo asi al siguiente ciclo de infeccion Figura I1 (10).

Sandfly Stages Human Stages

0 Sandfly takes a blood meal
(injects promastigote stage
into the skin)

o Divide in the gut and / =
mugrate to proboscis

0 Promastigotes are
phagocytized by

macrophages
or other types
of mononuclear
phagocytic cells

Promastigotes transform
into amastigotes

Amasugotes transform into
promast-gole stage in the gut

Amastigotes multiply in cells

of various tissues and infect
@ © l\ alid Vo other cells
o Ingestuon of @ “'
parasitized cell hid

Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected
with amastigotes)

A: Infective Stage A

A= Diagnostic Stage SAFERMEALTHIEN - PEOPLE

Figura II. Ciclo biologico de Leishmania spp. Fuente extraida a través de la base de datos del CDC (2017) (11).

Leishmania spp. presenta un diagnéstico complejo debido a la patologia clinica de esta
enfermedad que abarca desde formas cutdneas a formas viscerales. También, se han descrito
manifestaciones clinicas similares ocasionadas por especies diferentes, como puede
ejemplificarse en la LC que puede ser causada por L.donovani y por dermotropicas como

L.major, y L.tropica (7). Ademas, se debe atender al estado inmunologico del hospedador, a la
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similitud de signos clinicos, como la hepatoesplenomegalia, presente en otras enfermedades, y
a determinadas afecciones de alta incidencia en regiones endémicas de Leishmania que pueden

facilitar la presencia de esta enfermedad (7).

El diagnostico de Leishmania esta basado en caracteristicas clinicas, que se respaldan por datos
epidemioldgicos, ademds de por pruebas de laboratorio. Existen diversos métodos de
diagnostico que varian segun la sensibilidad de los mismos. Ademas, la seleccion de la mejor
prueba diagnoéstica se basa generalmente en la forma clinica, la toma de muestras y en la
disponibilidad de recursos. Cualquier prueba de deteccion debe ser sensible, especifica, precisa
y eficaz (7). Para los ensayos de identificacion de especies, ademas se debe considerar el poder
discriminatorio, la versatilidad, rentabilidad, deteccion y cuantificacion de Leishmania spp. (7).
Los principales métodos diagndsticos son: diagnostico parasitoldgico directo (microscopia,
histopatologia y cultivo), diagndstico serologico y pruebas de amplificacion de 4acidos
nucleicos. En ocasiones, se pueden utilizar otras técnicas como las pruebas de diagndstico

dérmico o el xenodiagndstico (5,7,8).

1.1. TRATAMIENTO

Actualmente no existe un tratamiento universal para el tratamiento de la leishmaniasis. Ademas,
se observan multiples respuestas a los diferentes tratamientos en funcion de la especie de
Leishmania causante de la enfermedad. Es por ello que, un aspecto crucial a la hora de enfrentar
la enfermedad, es la identificacion de la especie causante de la leishmaniasis que presenta cada
paciente en particular. Los tratamientos de la leishmaniasis varian en funcién del parasito
causante, el estado inmunologico del paciente y sobre todo en funcion de la region y de la
disponibilidad de farmacos. Existen diferentes alternativas de tratamientos para abordar la

patologia (4).

Generalmente se trata esta enfermedad con administraciones intravenosas o intramusculares de
antimoniales, siendo estos el tratamiento de primera linea para la leishmaniasis. Los principales
antimoniales pentavalentes son el antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio.
Ambos presentan una toxicidad y eficacia similar, que se basa en su composicién quimica
parecida y en el contenido de antimonio de estos, presentando un 8,1% y 10% de este compuesto
respectivamente (8). Los antimoniales presentan numerosos efectos adversos como pueden ser
dafios cardiacos y afectaciones en 6rganos como higado y pancreas, llegando a ocasionar dafios
potencialmente mortales. Los antimoniales suelen ser mas efectivos cuando se emplean como

tratamiento de infecciones ocasionadas por especies como L.major y L.donovani. En ciertas
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regiones se emplea el estibogluconato de sodio, administrado por via intramuscular para la

infeccion por L.tropica (4,9).

La anfotericina B liposomal se emplea como tratamiento de la LC y LMC, ocasionadas por
especies como L.tropica o L.major, obteniendo resultados positivos. Sin embargo, la
administracion de este antiparasitario, ha presentado casos de nefrotoxicidad, ademas de efectos
secundarios como fiebre, escalofrios, hipopotasemia y miocarditis (8). Este tratamiento requiere
una cadena de frio constante y una administracion llevada a cabo por profesionales sanitarios,
ademads de la necesidad de monitorizacidon continua, lo que en numerosas regiones afectadas

resulta un gran impedimento a la hora de abordar la leishmaniasis (4,9).

La miltefosina es un andlogo de fosfolipido, que se emplea para el tratamiento oral de la
enfermedad. Este tratamiento presenta un perfil de seguridad més favorable en comparacion
con otros tratamientos. A pesar de ello, la miltefosina ocasiona alteraciones gastrointestinales
como anorexia, niuseas, vomitos y fuertes diarreas, efectos que en ocasiones requieren la
interrupcion del tratamiento (8). Este tratamiento presenta una eficacia variable en lo que a
diferentes especies de Leishmania se refiere, ademas de la presencia de resistencias naturales a
la miltefosina, que se demuestran a través del estudio del mecanismo molecular de la
resistencia, determindndose que ante la infeccion de especies como L.infantum se producia una

eliminacion de un locus susceptible al farmaco (4,9).

Otros farmacos que se emplean en el tratamiento de la leishmaniasis son los aminoglucosidos
como la paromomicina, administrada por via intramuscular o el isetionato de pentamidina,
administrado por via intramuscular o intravenosa, pero su administracion estd limitada por los
efectos adversos que presentan, pues su uso deriva en casos de hipoglucemia grave, miocarditis
y nefrotoxicidad, entre otros (8). Existen derivados azolicos que se emplean como tratamiento
de la leishmaniasis, como: ketoconazol, fluconazol e itraconazol, que presentan una eficacia

variable en funcién de cudl sea la especie de Leishmania causante de la enfermedad (8).

Actualmente, existen varios estudios centrados en la busqueda de nuevas opciones de
tratamiento, con el objetivo de superar las resistencias y la toxicidad de los medicamentos,
alternativas aun en desarrollo. En relacion a las vacunas, no existen vacunas autorizadas para
la leishmaniasis humana, a pesar de que se han llevado estudios preclinicos aparentemente

prometedores, pero el traslado de estos a humanos continua sin éxito (4).

Los medicamentos quimicos previamente mencionados presentan numerosas limitaciones,

entre las cuales se destacan sus efectos adversos, su toxicidad y aparicion de resistencias,
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ademas de su alto coste y la necesidad de ciertos recursos que no se encuentran en determinadas
regiones endémicas, convirtiendo la busqueda de nuevas alternativas a estos farmacos en una
necesidad (4,8,9). Existe una compleja relacion reciproca entre la leishmaniasis y el ciclo de la
pobreza, pues mas pobreza implica mas riesgo de leishmaniasis y la infeccion deriva en la
necesidad de un tratamiento y consecuentemente en gastos sanitarios y pérdida econdmica tanto
del paciente afectado como de los familiares involucrados en hacer frente a los gastos
ocasionados por la enfermedad (8). Atendiendo al concepto Una Sola Salud, del inglés One
Health, se ha determinado la importancia de abordar de manera conjunta la salud humana y
animal que a su vez se relacionan con el medio ambiente. Mas de la mitad de las enfermedades
humanas transmisibles son zoonoéticas, de manera que el desarrollo de nuevas terapias
accesibles de manera global frente a éstas, implicaria de manera directa un aumento de la salud
y sostenibilidad, que contribuye ademds al equilibrio y mantenimiento del medio ambiente

(12,13).

Actualmente un campo de investigacion en auge es aquel que se focaliza en la busqueda de
compuestos naturales bioactivos que permitan hacer frente a infecciones ocasionadas por
protozoos, ofreciendo, con estas alternativas, tratamientos que contemplan el contexto
socioecondmico de la enfermedad. La extraccion de aceites esenciales (AE) es un proceso mas
econdmico en comparacion con la propia sintesis quimica de estos compuestos, y mas
respetuoso con el medioambiente, por su biodegradabilidad, su presencia innata en la
naturaleza, lo que evita las emisiones requeridas en caso de sintesis quimica de otros
compuestos, y por su baja toxicidad. Proponer alternativas de tratamiento naturales incrementa
la sostenibilidad de los tratamientos y combate los efectos perjudiciales de los actuales

medicamentos quimicos (1-11).

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo de revision es recoger informacion sobre aquellas especies

vegetales cuyos aceites esenciales han sido evaluados por su potencial frente a Leishmania spp.
Los objetivos especificos son:

1. La identificacion de tratamientos a partir de aceites esenciales frente a las diferentes
especies de Leishmania.
2. Andlisis de los tratamientos alternativos de las especies que ocupan la Cuenca

Mediterranea: L. infantum, L. donovani, L. major y L. tropica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA Y BASES DE DATOS

Se llevo a cabo una busqueda bibliografica siguiendo la metodologia PRISMA, con el propdsito
de dar respuesta a los objetivos de la revision. Para ello, se consultaron tres bases de datos:
PubMed, Medline Complete y Web of Science (WoS). Empleando el descriptor MeSHs, se
seleccionaron unos términos claves que fueron: “Leishmania”, “treatment” y “natural oils”. Se
unieron las palabras mediante el uso del operador booleano AND que implica obligacion. De

esta manera se llevo a cabo la siguiente busqueda bibliografica: ((Leishmania) AND (treatment)

AND (natural oils)).

Se seleccionaron unos criterios de inclusion y exclusion con el objetivo de acotar la busqueda,
de manera que cada uno de los articulos seleccionados debia ajustarse a esos criterios para ser

incluido en la revision.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSION

- Articulos originales (estudios/ensayos clinicos).
- Articulos publicados en el periodo de tiempo que abarca entre 2017-2024.
- Articulos que presentaban libre acceso al texto completo.

- Articulos escritos en inglés y castellano.

3.3. CRITERIOS DE EXCLUSION

Revisiones bibliograficas, revisiones sistematicas y metaanalisis.

- Articulos publicados antes de enero de 2017.

- Articulos escritos en idiomas diferentes al inglés y al castellano.

- Articulos que hagan referencia exclusivamente a especies de Leishmania diferentes

a las que son objeto del estudio.

En la Figura III se refleja el esquema de las busquedas llevadas a cabo y de los resultados

obtenidos aplicando los diferentes criterios.

Las publicaciones cientificas finalmente seleccionadas, que cumplian con los criterios
anteriormente expuestos, fueron manejadas gracias a la herramienta bibliografica Zotero

(Corporation for Digital Scholarship. George Mason University. USA).
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Registros o citas eliminados por busqueda

Registros o citas identificados desde:

avanzada:

« Pubmed n=45 . n=31

+ Medline Complete m=54 » m_-35

» Web of Science p=138 . D=9

« Total: 237 « Total=163

Registros o citas seleccionadas por bisgueda Regisiros o citas excluidos por no gjustarse a las

avanzada: especies objeto del estudio:

« n=14 N « N=3

« m=18 - « m=12

» p=42 s« p=23

« Total=T4 « Total=43

h 4
Publicaciones seleccionadas por especies de

Registros excluidos por lectura critica:

interés:
« n=1
» N=6 o _
s m=G v * |T|_—2
. p=19 « p=10
. Total=31 + Total=13

h i
Resultado final tras lectura critica:

.| Publicaciones duplicadas:
n=5 " m=3

Figura IIl. Procedimiento de busqueda realizado a través de las diferentes bases de datos. n: publicaciones
procedentes de Pubmed; m: publicaciones procedentes de Medline Complete; p: publicaciones procedentes de

Web of Sciences. Figura de elaboracion propia.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la base de datos de PubMed se recuperaron un total de 45 articulos a través de la busqueda
inicial, de los cuales tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion se obtuvieron 6 articulos.
En la base de datos de Medline Complete se recogieron en la busqueda inicial 54 articulos, de
los cuales 6 cumplian criterios de inclusion y exclusion. En la base de datos Web of Science se
obtuvieron 138 articulos en la busqueda inicial, de los cuales 19 cumplieron los criterios de

inclusion y exclusion.

El namero total de articulos que cumplieron los criterios seleccionados fue de 31, de los cuales
13 se excluyeron tras una lectura en profundidad a partir de la cual se excluyeron aquellos

articulos que no presentaban requisitos comparables a los seleccionados para ajustarse a los
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objetivos de la revision, teniendo tras esta un total de 18 articulos de los cuales 3 estaban
duplicados, por lo que finalmente se obtuvieron 15 articulos incluidos en la revision sistematica

mediante el uso de la herramienta bibliografica empleada, Zotero.

Para presentar los resultados de aquellos estudios finalmente incluidos en la presente revision
bibliografica sistematica, se ha decidido dividirlos en funcién de la especie vegetal de la cual
se extrae el aceite esencial (AE) y, a su vez, se establece una division en funcion de la especie

de Leishmania a la que hacen referencia los estudios.

4.1. Azadirachta indica

Azadirachta indica, comunmente conocida como Neem, perteneciente a la familia Meliaceae,
presenta numerosas actividades biologicas, entre las que se encuentran propiedades
antiinflamarorias, inmunomoduladoras, antimicrobiana y anticancerigenas, entre otras (14).
Los extractos de hojas, semillas y frutos de esta planta originaria de la India, se han empleado
en el pasado en la realizacion de numerosos preparados farmacologicos, pues este aceite posee

diversos componentes que afectan a la actividad biologica (14).

En lo que a actividad antiprotozoaria se refiere, se ha evaluado la actividad del aceite de la
semilla de Neem frente a L.tropica (14). A partir de un aislado clinico de L.fropica, se evaluaron
los estadios de promastigote y amastigote empleando para este ultimo células THP-1 (linea
celular de leucemia monocitica aguda humana diferenciada a macréfagos), mediante la
evaluacion de viabilidad celular a través del ensayo con MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-i1]-2,5-difeniltetrazoilo). Se midi6 la dosis del compuesto necesaria para inhibir el
crecimiento celular del parasito un 50% expresado como ICso (por sus siglas en inglés Inhibitory
Concentration). La ICso alcanzd 211 pg/mL frente a la etapa promastigote. Sin embargo, el
aceite de Neem mostr6 inhibicion frente amastigotes intracelulares alcanzando valores de ICso
de 17,6 pg/mL. Evaluando la citotoxicidad frente THP-1, los resultaros fueron satisfactorios

determinandose una baja toxicidad en macrofagos humanos y una alta selectividad (14).

También, ha sido empleada para la determinacion de su actividad frente a L.donovani. La
evaluacion de los extractos de hojas de Neem determind la presencia de acetato de etilo (EAF).
Cesa y colaboradores (14) determinaron que este compuesto por si mismo ejercia un efecto
antileishmania, a través de la evaluacion de la viabilidad celular mediante un ensayo MTT (14).
Esto fue contrastado por un ensayo de toxicidad que estimo6 que frente a la etapa promastigote
de L.donovani el resultado era 4 o 5 veces mayor que el obtenido al analizar el efecto del Neem

en L.tropica (14).
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Esta especie vegetal ha sido empleada también para la determinacion de su actividad frente a
estadios de promastigote y amastigote de L.infantum. Evaluandose la viabilidad celular, al igual
que para L.donovani'y L.tropica con un ensayo MTT. La ICso fue superior a 215 pg/mL frente
a la etapa promastigote. El aceite de Neem mostro inhibicion frente amastigotes intracelulares
alcanzando valores de ICso de 15,3 pg/mL. Se obtuvieron resultados satisfactorios en relacion
a ensayos de evaluacion de toxicidad, refiriendo una actividad superior contra amastigotes que

citotoxicidad frente a células no infectadas (14).

Tabla I. Se representa la actividad antileishmanial determinada in vitro frente a estadios promastigotes y
amastigotes de L.tropica y L.infantum y citotoxicidad frente a macrofagos humanos (THP-1). Se emplea la
miltefosina como control. Se representan resultados que hacen referencia a la media de la + DE de la ICso calculada
en experimentos duplicados. ND: no determinado (14). Tabla de elaboracién propia.

Promastigotes Amastigotes THP-1
ICs0 (g/mL) ICs0 (g/mL) I1Cs0 (ug/mL)
L.infantum | L.tropica  L.infantum L.tropica
Aceite de Neem  215+64 211432  15,3%3,2 17,6%1,2 710,5+31

Miltefosina 9,9+1,7 152+46 1,1+0,27 ND >50

Como se visualiza en la Tabla I, los valores de ICso obtenidos para L. infantum y L.tropica se
encontraban en torno a 200 pg/mL frente a la etapa promastigote. Para L.donovani, se estimo
una ICso de en torno a 45 pg/mL, resultados que refieren una actividad en torno a 5 veces mayor
del aceite extraido de Neem frente a promastigotes de L.donovani. En relacion a los amastigotes
se obtuvieron valores de ICso de 17,6 pg/mL y 15,3 pg/mL, para L.tropica y L.infantum,
respectivamente, resultados que implican una actividad més potente contra amastigotes que
frente a promastigotes. En cuanto a la evaluacion de citoxicidad frente a macrofagos humanos,
se observan valores que suponen una ausencia de toxicidad frente a células no infectadas.
Ademés, en relacion a la miltefosina se determina que el firmaco ejerce un efecto mas potente
pero mas toxico. Ambas opciones de tratamiento presentaban un alto indice de selectividad (IS)

(14).

Los resultados respaldan que el aceite extraido a partir de la semilla de Neem presenta actividad
antileishmanial segura determinada en lineas celulares humanas (THP-1), de manera que se
propone este aceite esencial como alternativa de tratamiento en desarrollo frente a L.tropica,

L.donovani y L.infantum (14).

4.2. Género Citrus

Citrus sinensis, comunmente conocido como naranjo dulce, perteneciente a la familia Rutaceae

(1), hace referencia a una especia a partir de cuyas cascaras se puede extraer su aceite esencial
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(15). Las plantas de citricos destacan por la presencia de aceites volatiles que estdn compuestos
por determinadas sustancias capaces de hacer frente a numerosos organismos y patégenos (1).
Los aceites esenciales de la cascara de los citricos presentan numerosos beneficios para la salud,

capaces de reducir la hipercolesterolemia, actuar como antihipertensivos y como diuréticos

(15).

Mediante la extraccion del AE de la cascara de C.sinensis a través del procedimiento Soxhlet,
se evalud, entre otras, su actividad antiparasitaria frente a promastigotes de L.tropica. En el
estudio llevado a cabo por Anwar y colegas (15) se determin6 que la temperatura se relacionaba
de manera directa con el rendimiento del aceite. Ademas, se demostrd que el componente
principal de las céascaras de las especies de citricos es el D-limoneno, compuesto que se cree

que es el responsable de las propiedades antibacterianas, antifingicas y antiparasitarias (15).

Atendiendo a su potencial antileishmanial, tras la evaluacion de los promastigotes expuestos al
aceite en diferentes intervalos de tiempo (12, 24, 48 y 72 horas), se determind un aumento del
potencial antileishmanial a medida que aumentaba la concentracion, alcanzando el valor
maximo de inhibicién (60%) a una concentracion de 50 pg/mL transcurridas 48 horas de

incubacion, tras ese periodo de tiempo la actividad disminuy¢ (Figura [V) (15).

Actividad antileishmanial del AE de

C.sinensis
80.00
< 60.00 I I -
[y
2 40.00 % I
= " I
= 20.00 i i i
" 0.00 i
6.25 12.5 25 50

Concentracion (ug/mL)

N 12h m24h m48h m72h

Figura IV. Se representa a través de un grafico de barras la actividad antileishmanial del aceite extraido de la
cascara de C.sinensis. Se representa el porcentaje de inhibicion frente a la concentracion del aceite (pg/mL). Las
diferentes tonalidades de color hacen referencia a las horas de incubacion a las que han sido sometidas las
diferentes muestras de promastigotes de L.tropica (15). Figura de elaboracion propia.

El aceite de citricos es capaz de producir especies reactivas de oxigeno (ROS), que intervienen
en la sefalizacion celular y en las principales vias de apoptosis. El exceso de ROS provoca

dafios en proteinas, acidos nucleicos, danos mitocondriales y ademas estas afectan a las
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propiedades fisicas de las membranas celulares (16), provocando su ruptura y la consecuente
liberacion de componentes intracelulares, lo que explicaria la sensibilidad de Leishmania a
ROS. A la vista de los resultados, el aceite de los citricos resulta un agente efectivo frente al

tratamiento de la leishmaniasis (15).

También, se estudiado la actividad antileishmanial de los aceites esenciales de hojas de citricos
(C.sinensis, C.limon y C.clementina) frente a L.infantum y L.major (1). Bouabdallh y
colaboradores llevaron a cabo la extraccion de los compuestos de los aceites esenciales de las
especies vegetales previamente nombradas, mediante extraccion por microondas sin
disolventes (EMSD) y el aislamiento del aceite de limon por hidrodestilacion (HD) (1). Se
identificaron los componentes de los AE mediante GC-MS (por sus siglas en inglés gas
chromatografhy mass spectrometry), procedimiento ampliamente utilizado en los estudios
incluidos en la revision para la identificacion de los componentes de los aceites esenciales. El
aceite hidrodestilado de C./imon contenia geranial (30,08%), limoneno (27,09%) y neral
(22,87%), representando un 96,67% de los picos identificados. Los picos referentes al C.limon
(EMSD) que hacian referencia al 93,6% del total de componentes detectados hacian referencia
a linalool (44,21%), sabineno (14,22%) y ocimeno (6,09%). El 89,82% del aceite obtenido de
C.sinensis contenia neral (27,52%), linalol (25,83%) y geranial (23,44%). Por ultimo tras la
identificacion de 26 componentes en el aceite de las hojas de C.clementina, suponiendo estos
un 65,54% del total de elementos detectados, se destacan geranial (42,40%), neral (26,79%) y
el limoneno (14,48%) (1).

Una vez identificados los componentes principales de los AE de las especies de citricos, se
probd cada uno de ellos con el fin de establecer una actividad antileishmania contra

promastigotes de L.major y L.infantum (Tabla 11).

Tabla II. Se representan los resultados de actividad antileishmania y citotoxica de los diferentes aceites esenciales
del género Citrus frente a promastigotes de L.major y L.infantum. 1S: Indice de selectividad. Los datos se presentan

en unidades de pg/mL y como media SD (n =4) (1). Tabla de elaboracion propia.

ICs0+DE(ug/mL) 1Cg0DE(ug/mL) IS
L.major L.infantum Macréfagos L.major L.infantum
C.limon, EMSD | 1,13+0,30 = 0,57+0,09 0,30+0,39 0,26 0,78
C.clementina 1,03+0,27  0,32+0,18 0,18+0,11 017 0,56
C.sinensis 525+0,56  9,48+0,25 0,16+0,09 0,03 0,016
C.limon, HD 0,90+0,29  0,52+0,15 3,32+0,24 368 6,38
AnfotericinaB | 0,80+0,18 = 0,23+0,13 9,23+0,13 41,95 11,53
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A la vista de los resultados se determind una mayor sensibilidad de los promastigotes
pertenecientes a L.infantum que a los de L.major para todas las especies de citricos analizadas,
exceptuando C.sinensis determinandose baja potencia tanto para promastigotes de L.infantum
como para L.major, mostrando un resultado superior, en lo que a potencia se refiere, para la
segunda (1). Ademas, los resultados refieren una actividad antileishmania similar de los AE y
el farmaco control (anfotericina B) (1). La mayor actividad fue atribuida al aceite hidrodestilado
de C.limon HD, seguido de C.clementina y C.limon EMSD para L.major. Para L.infantum el
mayor efecto fue el del AE extraido de C.clementina, seguido por C.limon HD y EMSD (1).

También, se determind la toxicidad mediante el ensayo MTT, de los AE, analizando su posible
efecto citotoxico contra células de macrofagos murinos (RAW 264.7). Se obtuvieron resultados
de toxicidad a una concentracion ICg frente a estas células murinas. Se obtuvo un valor superior
de toxicidad en C. limon, HD (3,32 + 0,24 pg/mL) y un valor menor de toxicidad para C.
sinensis (0,16 = 0,09 pg/mL), comparandose con los resultados para el firmaco control (9,23 +
0,13 pg/mL). El aceite hidrodestilado de C.limon ademas de resultar el mas potente frente a
L.major, mostr6 una toxicidad moderada frente a los macréfagos murinos, con un mejor indice

de selectividad, en ambas especies de Leishmania (IS: 3,68;6,38 respectivamente) (1).

En los estudios analizados en este trabajo, los componentes con mayor actividad fueron el
linalol, limoneno, neral y geranial, de manera que sus AE presentan actividad frente a
Leishmania en distintas fases de su ciclo, destacando el aceite hidrodestilado de C./imon y el

de C.clementina (1).

4.3. Género Origanum

La especie Origanum onites, familia Lamiaceae (17), es una especie mediterranea conocida
bajo el nombre comun orégano, ha sido empleado en medicina popular, ademas de su uso
comunmente reconocido como saborizante de alimentos. Las preparaciones de orégano via oral,
se emplean también como antiespasmodicos, analgésico, expectorante, antitusivo, entre otros.
Por via tépica destaca su efecto antiséptico y astringente (17). A partir de especies del género
Origanum, se ha evaluado la eficacia de los monoterpenos fenolicos que se extraen a partir de

los aceites esenciales de estas plantas (18).

Tasdemir y compaieros (17) llevaron a cabo la obtencion del AE, por hidrodestilacion de
regiones aéreas de O.onites, para probar la actividad in vitro contra los amastigotes de
L.donovani, obteniéndose unos resultados de 1Cso de 17,8 pg/mL (17). La planta presenta unos

niveles altos de AE destacando en su composicion el carvacrol (70,6%), ademéas de timol que
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aunque se presenta en menor cantidad (1,8%), demostr6 una actividad antiparasitaria igual al
carvacrol (17). Tanto carvacrol como timol demostraron una baja toxicidad frente a células de
mamiferos y elevados indices de selectividad (17). También, se evalu6 la actividad de la
timoquinona, compuesto derivado del timol, presente este en la composicion del AE, los
resultaron mostraron una actividad hasta 10 veces mas potente de la timoquinona frente a

L.donovani (ICso 1,7 pg/mL) (17).

Ademas, otras especies del género Origanum, se han estudiado frente a diferentes especies de
Leishmania: O.virens contra promastigotes de L.infantum (ICso 196 pg/mL, ensayo MTT, 24
horas); O.compactum frente L.tropica, L.major y L.infantum, demostrando una potencia

superior frente a L.infantum (1Cso 0,02 pg/mL, MTT, 72 horas) (17).

Se ha estudiado la presencia de eficacia del timol, carvacrol y linalol, in vitro e in vivo frente a

promastigotes y amastigotes de L.infantum (18).

Youssefi y colaboradores llevaron a cabo un ensayo MTT con promastigotes evaluandose a
diferentes concentraciones (1,3, 2,5, 5 y 10 ug/mL) de los monoterpenos, la inhibicion del
crecimiento de L.infantum. Como control positivo se empled la glucantina (antimoniato de
meglumina). Transcurridas 24 horas se determind que el timol y carvacrol a concentraciones de
10 y 5 pg/mL presentaban una inhibicion significativa en comparacion con el control negativo.
Pero el efecto inhibitorio de ambos monoterpenos no fue superior que el del farmaco (18). La
exposicion a diferentes concentraciones de linalol no afectaron de manera significativa al
crecimiento. Se obtuvieron unos valores de ICso para carvacrol y timol de 7,2 pg/mL y 9,8
pg/mL, respectivamente. Esto determina un efecto prometedor de inhibicion de ambos
monoterpenos capaces de causar dafos estructurales y funcionales frente a promastigotes de

L.infantum (18).

Ademas, se evaluo in vivo la actividad de timol y carvacrol en hamsters infectados por
L.infantum con LV (18). El estudio determino la presencia de actividad antileishmania del timol
en modelos in vivo, pues la exposicion a este derivé en una reduccion del numero de amastigotes
hepéticos en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en relacion a los amastigotes

localizados en el bazo el timol no reflejo en este estudio un efecto mas potente que el carvacrol.

La presencia parasitaria desencadena un proceso inflamatorio en el higado, 6rgano que se ve
afectado por los denominados infiltrados celulares inflamatorios. El grupo control y los
animales tratados con timol presentaron un mayor numero de infiltrados inflamatorios

comparado con los otros compuestos. En el bazo se presentd una menor infiltracion en los
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animales tratados con carvacrol y timol. Se observé un aumento de la irrigacion en todos los
grupos infectados, siendo esta mayoritaria en aquellos infectados con timol. La hiperplasia de
las vias biliares acompanada de células inflamatorias es un sintoma de toxicidad, el grupo
control y el tratado con carvacrol mostro hiperplasia grave, sin embargo, en los infectados con
timol y glucantina se observo una hiperplasia moderada y leve. Ademas, el tratamiento con
timol reflejaba una leve degeneracion vacuolar de los hepatocitos, cambio patolégico que
sucede en respuesta a lesiones letales. Mientras que en otros se observd necrosis hepatica
moderada, en el grupo tratado con timol se presentd de manera leve. Este estudio in vivo
determind que el timol hace referencia al tratamiento mas seguro con menos efectos secundarios

en el higado (18).

4.4. Olea europaea

Olea europaea conocido cominmente como olivo, pertenece a la familia Oleaceae, se localiza
en la region mediterranea y se caracteriza por la presencia de compuestos bioactivos que
presentan efectos beneficiosos para la salud (16,19). El aceite de oliva virgen extra (AOVE)
presenta mayoritariamente en su composicion fracciones lipofilas ricas en acidos grasos
monoinsaturados (AGMI). Ademads, contiene una fraccion polar que hace referencia a la
fraccion fendlica total (TPF por sus siglas en inglés total phenolic fraction) contenida en
polifenoles, secoiridoides, 4cidos fendlicos, flavonoides, alcoholes fenolicos y lignanos, que se
caracterizan por presentar propiedades antioxidantes, anticancerigenas y antinflamatorias (19).
Se han llevado a cabo diversos estudios que tienen como objetivo determinar la actividad

antileishmania de la TPF del aceite de oliva (16,19-21).

Gogou y colaboradores (19) llevaron a cabo un analisis comparativo in vitro de las propiedades
de secoiridoides (oleaceina (OLEA) y oleocantal (OLEQ)) y alcoholes fendlicos (hidroxitirosol
(HT) y tirosol (T), frente a Leishmania (19). Koutsoni y equipo a través de la determinacion
cualitativa y cuantitativa de TPF determinaron la presencia de HT y T y destacaron la
mayoritaria composicion de secoiridoides OLEA y OLEO (20). Otros estudios anteriores
demostraron la actividad protectora frente a enfermedades cardiovasculares del OLEA y el
potente efecto antiinflamatorio del OLEO, ademas de la actividad de ambos sumado a la de HT
y T como potenciales agentes inhibidores del crecimiento de los diferentes estadios de

Leishmania (19,20).

Karampetsou y colegas (16) evaluaron la viabilidad de promastigotes de L.infantum y L.major

a través de un ensayo de viabilidad con resazurina (16), ensayo ampliamente empleado en los
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estudios que recogen la actividad del AOVE frente a Leishmania (16,19,20). Este compuesto
puede reducirse de manera irreversible a través de enzimas en células viables que producen un
producto rojo fluorescente (16), relacionandose proporcionalmente el color de la resazurina con
la proliferacion celular (20). Se determiné una reduccion de la viabilidad dosis dependiente al
someter las formas promastigotas de ambas especies a diferentes concentraciones de TPF
derivada del AOVE, obteniendo una ICso de 335,4 pg/mL para L.infantum y 207 pg/mL para
L.major (16). Otros autores llevaron a cabo afios anteriores el mismo modelo experimental que
Karampetsou y colegas determinando también los mismos valores de ICso para promastigotes,
ademas de unos valores de ICso frente al estadio amastigote del parasito de 196,64 ng/mL para
L.major y 213,78 ug/mL para L.infantum, siendo la actividad de TPF ligeramente mayor para
L.major en la forma amastigota (20). Posteriormente, el mismo grupo continuo esta linea de
investigacion y llevaron a cabo un segundo estudio en el que buscaban al igual que en los
anteriores, describir la actividad intrinseca del OLEO frente a L.major (21). Empleando al igual
que los anteriores el ensayo basado en resazurina, se obtuvieron valores de ICso de 18,7 y 87

pg/mL para promastigotes y amastigotes, respectivamente (21).

Koutsoni y colaboradores (20) determinaron la citotoxicidad celular de TPF en macréfagos,
empleando el ensayo de viabilidad celular de resazurina previamente descrito (20). Se afiadio
TPF en concentraciones crecientes a un cultivo de macrofagos, empleando miltefosina como
control positivo. Tras la incubacion, se agregaron 20 pg/mL de resazurina, se determind la
densidad optica (570nm) y empleando como parametro para la actividad citotdxica la ICso de
TPF y miltefosina (273 pg/mL y 60,2 ng/mL, respectivamente) frente a macrofagos (20). Se

determind una toxicidad aparentemente menor de TPF frente al farmaco (20).

Gogou y equipo (19) evaluaron los efectos bioldgicos frente a promastigotes de L.infantum y
L.major de la fraccion denominada TPF1 que contenia HT y T (7,02+0,4 y 42,07+0,2 pg/mL,
respectivamente) y la fraccion TPF2 compuesta por HT, T, OLEA y OLEO (5,01+0,2,
12,03+0,1, 144,12+5,4, 301,24 +6,5, respectivamente) (19). Se evalud la viabilidad de ambas
especies empleando el reactivo resazurina, determinando al igual que en el caso anterior una
reduccion de la viabilidad dosis dependiente. La exposicion de promastigotes a concentraciones
crecientes de TPF1 y TPF2 y tras 72 horas de incubacion implicaron una disminuciéon de la

viabilidad dosis dependiente en ambos casos, comparandolo con aquellos sin tratar (19).

Los valores de 1Cso de TPF1 y TPF2 frente a promastigotes de L.infantum fueron 1186,48 +
45,82 y 322,58 + 18,87 pug/mL, respectivamente. Se determinaron valores de ICso frente a
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promastigotes de L.major de 976,03 = 21,56 ng/mL para TPF1 y 252,58 + 30,16 pg/mL para
TPF2, siendo ambas especies mas susceptibles a TPF2. También, se evaluo la susceptibilidad
de los amastigotes de ambas especies infectando macréfagos con diferentes concentraciones de
TPF1 y TPF2. Los valores de ICso fueron 207,02 + 6,57 y 104,98 + 10,02 ug/mL para
L.infantum y 1423 + 28,24 y 76,07 £ 14,5 pg/mL para L.major (19). A través del ensayo de
resazurina se determind una no toxicidad de TPF1 y TPF2, calculando ademas el indice de
selectividad para amastigotes, determinando que ambas fracciones fueron selectivas frente a

Leishmania (19).

Atendiendo a los resultados de viabilidad, se determina que el TPF de manera general presenta
un efectivo poder inhibitorio, demostrando resultados que implican una mayor potencia de este
compuesto frente a L.major (16,19). Ademas, se ha determinado que composiciones de TPF
que presentaban HT, T, OLEA y OLEO (TPF2) eran méas potentes que aquellas que solo
presentaban OLEA y OLEQO, para ambas especies de Leishmania (19). A su vez, existe una
mayor susceptibilidad de los amastigotes de ambas especies frente a TPF2 (19). Gogou y equipo
determinaron cémo afectaba la combinaciéon de TPF1, TPF2 y miltefosina a las formas
promastigotes y amastigotes de L.infantum y L.major (19). Ambas combinaciones de
tratamiento (TPF1-miltefosina y TPF2-miltefosina) mostraron como una asociacion aditiva de
tratamientos presentaba mejores resultados. Estas combinaciones permitian la reduccion de la
dosis requerida de miltefosina (19). Los autores que analizaron la actividad in vitro del OLEO
determinaron que era un compuesto con actividad antileishmania frente a promastigotes y
amastigotes de L.major (21), resultados que se respaldan a través de otros estudios previamente
mencionados que indican que una fraccion fenolica que presente OLEO presenta potentes
efectos inhibitorios contra ambas formas de L.major (16). En este tltimo se demostrd una mayor
resistencia de los promastigotes frente a amastigotes, sin embargo en el resto de la bibliografia
recogida se determind una mayor resistencia de amastigotes frente al OLEO (16,19,20). Esta
diferencia de resultados se debe a las diferentes condiciones de cultivo, que pueden afectar a la

biodisponibilidad del farmaco y con ello a los valores de ICso (21).

Se evalud para ambos estudios la cinética de crecimiento de promastigotes de L.infantum y
L.major in vitro a diferentes concentraciones. Unos autores llevaron a cabo esta evaluacion a
través del conteo diferencial de promastigotes vivos y muertos de manera diaria valiéndose de
un hemocitémetro, durante un periodo de 72 horas empleando el colorante de exclusion azul
tripan (19). A partir de una concentracion inicial de 20x10° parasitos/mL, para ambas especies,

los parasitos sin tratar presentaron un crecimiento exponencial, mientras que los tratados con
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TPF1, TPF2 y miltefosina mostraron una reduccion significativa en las primeras 24 horas (19).
Se produjo una mayor disminucion del crecimiento del cultivo en aquellos tratados con TPF2
que frente a una concentracion de ICsp mostraron una reduccion de 75% y 62,7%. Ante el
tratamiento con TPF1 a una concentracion de ICso la reduccion fue de 88,1 % y del 88,6 %. Los
parasitos tratados con el fArmaco mostraron una disminucion relativa de 51,7% y 25,4% (19).
Otros autores evaluaron el efecto replicativo del parasito de forma similar cultivando
promastigotes durante un periodo de 72 horas, tifiendo con azul tripan y recontando en una
camara de hemocitometro (16). Aquellos parasitos sin tratar presentaban un patron de
crecimiento exponencial, mientras que aquellos sometidos a TPF presentaron una reduccion
significativa en la proliferacion. Ademés, TPF mostr6 una potencia mayor frente a ambas
especies en comparacion con los resultados de inhibicion de la miltefosina (16), resultado que
respaldado por ambos estudios, determina una mayor afectacion sobre la cinética de

crecimiento de Leishmnania del compuesto bioactivo en comparacion con el farmaco (16,19).

La bibliografia recogida que hace referencia al potencial de AOVE como compuesto con
actividad antileishmanial ha determinado en todas las ocasiones documentadas la generacion
de ROS al exponer ambas formas del parésito frente al TPF (16,19,20). Todos ellos emplean la

sonda fluorescente carboxil-H» DCFDA y un posterior analisis por citometria de flujo (20).

Koutsoni y colaboradores determinaron que tratar macrofagos infectados con pardsitos de
L.infantum y L.major con TPF generaba una producciéon de ROS (20). Aumentando la
concentracion de TPF se producia un aumento proporcional en la generacion intracelular de
ROS, observando producciones significativas a concentraciones de 80 pg/mL. Los macrofagos
infectados con L.major mostraron hasta 6 veces mayor produccion de ROS que el control
negativo, y se determinaron resultados ligeramente mayores en cuanto a generacion de ROS
respecto al grupo tratado con miltefosina, resultado muy similar al obtenido al analizar la
generacion de ROS de la misma manera en macrofagos infectados con L.infantum (20).
Ademés, de la determinacion de la relacion directa entre la concentracion y la produccion de
ROS, Karampetsou y colegas determinaron que TPF desencadenaba en promastigotes de
L.infantum y L.major, un aumento en la produccion de ROS dependiente de dosis y tiempo
(16). A las 25 horas, la produccion de ROS frente a los parésitos no tratados era de en torno a 8
veces mas, a las 48 horas se alcanzaron concentraciones de ROS de hasta 15 veces y alcanzando
concentraciones de hasta 30 veces superiores en comparacion con el control negativo a las 72

horas (16).

18



Universidad Paloma Ruiz Aznarez
Europea

Gogou y equipo analizaron la generacion de ROS en promastigotes de L.infantum y L.major
frente a TPF1, TPF2, un control negativo y un control positivo (miltefosina). Para ambas
especies de Leishmania el tratamiento con TPF1 y TPF2 generé ROS en aquellos promastigotes
sometidos a la concentracion de ICso, obteniéndose un aumento notable en la produccion de
estas ROS alcanzando valores medios de 95,35% para L.infantum y 96,85% para L.major,
presentando el control negativo una produccion de 18,1%. Ademads, se observd que la
produccion de ROS ante el tratamiento con el farmaco fue menor que con TPF1 y TPF2.
Determinandose que TPF2 fue mas efectivo contra L.infantum y L.major en lo que a produccion

de ROS se refiere (19).

Cabe destacar que también se han llevado a cabo modelos experimentales con ratones BALB/c
infectados con promastigotes de L.major (16,21). Los ratones fueron infectados por via
subcutanea y resultados de este estudio in vivo reflejaron como la administracion de 20mg/kg
de peso corporal de TPF supuso una reduccion de la inflamacion de la zona de inoculacion del
parasito en comparacion con aquellos ratones infectados que no recibieron tratamiento (16). El
peso de aquellos ratones que habian recibido tratamiento permanecio estable lo que indica
indirectamente una no toxicidad del TPF (16). Ademas, los resultados revelaron que el
tratamiento con TPF inducia una reduccion de hasta el 84% de la carga parasitaria localizada
en los ganglios linfaticos popliteos en comparacion con aquellos ratones infectados sin
tratamiento. En relacion a la miltefosina se obtuvieron resultados de reduccion del 60% de la
carga parasitaria en comparacion con modelos no tratados (16). Resultados en modelos
experimentales in vivo que determinan la presencia de efecto terapéutico de TPF, siendo este

superior al efecto relativo del farmaco analizado (16).

Autores a los que se hace referencia en este apartado, evaluaron la actividad antileishmania in
vivo (21). Se infectaron al igual que en estudios anteriores ratones BALB/c con promastigotes
de L.major en fase estacionaria (21). Se administraron 5 mg/kg de OLEO por via subcutdnea
en las almohadillas de los ratones. Previo a la administracion se llevd a cabo un andlisis de la
toxicidad del compuesto, evaluando comportamientos y manifestaciones de los animales frente
a la exposicion progresiva del OLEO, determindndose una no toxicidad aparente del mismo
(21). La LC manifiesta una hinchazon en las almohadillas de los ratones, con la administracion
del OLEO de la manera previamente descrita se visualizO como aparecia una reduccion
significativa de la hinchazon y del grosor de las almohadillas, reduciendo esta manifestacion

un 45% en comparacion con un grupo control que no recibid tratamiento. Se destaca que en
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relacion a los resultados obtenidos frente al farmaco de referencia ambos compuestos mostraron

la misma reduccioén en las lesiones (21).

En relacion a la disminucion de la carga parasitaria evaluada a través del drenaje de los ganglios
linfaticos de los ratones, el tratamiento con OLEO provocd una disminucion en la carga
parasitaria mayor que la que presentaban los modelos no tratados, pero menos eficiente que la

reduccion parasitaria que presentaban aquellos en tratamiento con miltefosina (21).

De manera general se establece que el OLEO presenta una efectiva actividad antileishmania in
vitro e in vivo frente a los parasitos de L.major (21). Los resultados de este Gltimo estudio se
respaldan con otros que determinan que componentes de la fraccion fendlica total del AOVE
presentan una via de investigacion prometedora (16,19,20), sugiriendo el uso de compuestos
novedosos como el OLEO en futuras estrategias inmunoterapéuticas para hacer frente a la

leishmaniasis.

Las fracciones fenolicas totales compuestas por HT, T, OLEA y OLEO, presentan potentes
efectos inhibitorios frente a promastigotes y amastigotes de Leishmania spp. a través del
mecanismo de induccion de una muerte celular parecida a la apoptosis. Al igual que ocurre con
otros aceites, la composicion de estos puede verse afectada por multiples factores. En los
estudios descritos, se determind que la TPF de AOVE presentd fuertes efectos inhibitorios
contra promastigotes y amastigotes de L.infantum y L.major, especies causantes de LV y LC en
la Cuenca Mediterranea. Se determin6d que TPF2 era mas potente frente a ambas especies,
potencia determinada por su diferente composicion. También, se demostrd eficacia de
tratamiento en ratones BALB/c infectados con L.major mostrando una reduccion de la
inflamacién de la almohadilla plantar, zona de inoculacion del parasito. Ademas, los fArmacos
antileishmania existentes presentan inconvenientes como la toxicidad y la resistencia de los
parasitos, efectos que podrian reducirse mediante la estrategia de la terapia combinada (19). En
general se establece que TPF de AOVE presenta una actividad antileishmania potente,
existiendo estudios que respaldan y contribuyen al potencial uso de extractos naturales del

olivo, proponiendo estos como candidatos al tratamiento de la leishmaniasis (16,19-21).

4.5. Otras especies vegetales

Se ha evaluado la efectividad de otros AE extraidos de especies vegetales frente a distintas
especies de Leishmania, a diferencia de los casos anteriores, las especies vegetales incluidas en

estos apartados generalmente han sido estudiadas, en menor profundidad que las anteriores, de
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manera que aun no se tienen resultados concluyentes que permitan hacer estudios comparativos

en lo que a los siguientes AE se refiere.

4.5.1. Artemisia scoparia

Yousaf y colaboradores (22) llevaron a cabo un estudio de la actividad antiprotozoaria de los
AE extraidos de Artemisia scoparia, de la familia Asteraceae, a través de cultivos de callos in
vitro, que resultan ser el método de cultivo mas empleado cuando se tiene como objetivo la
produccion controlada de biomasa destinada a la extraccion de productos naturales medicinales
(22). Se llevo a cabo un ensayo MTT con el objetivo de determinar el potencial antileishmania
frente a promastigotes de L.tropica. Los resultados indicaban que la actividad metabdlica de los
parasitos se veia afectada, indicando que las lineas celulares de los callos presentaban
metabolitos secundarios que detenian la actividad de los promastigotes (22). La mayor actividad
antileishmania mostr6 un valor de ICso de 19,13 pg/mL in vitro en presencia de reguladores de
crecimiento vegetal (RCV), en concreto para la obtencion de este resultado se combind la
presencia de 6-bencilaminopurina (BA) y écido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), a una
concentracion de 1,5 mg/L de cada uno ellos. Ademas, a través de un ensayo de apoptosis se
demostrd que la exposicion de Leishmania al extracto de callo en presencia de BA més 2,4-D,
daba lugar a la visualizacion de cé€lulas apoptoticas en etapas tempranas y tardias. También, se
sometieron muestras de plantas empleadas previamente para el ensayo MTT a un analisis por
GC-MS mostrandose un aumento de metabolitos totales en la muestra que presentaba la
combinacion de RCV previamente descrita, destacando el nerodilol y concluyendo que este
presenta una efectiva actividad antileishmania pues ocasiona alteraciones morfologicas en el

parasito (22).

4.5.2. Nigella sativa

La timoquinona es el principal componente bioactivo que se extrae a través del aceite de
N.sativa, especie perteneciente a la familia Ranunculaceae. Este compuesto ha sido evaluado
en profundidad por un grupo de autores, como agente inhibidor del crecimiento in vitro e in
vivo de promastigotes y amastigotes de L.donovani (23). La evaluacién del efecto
antileishmania de este compuesto frente a los promastigotes se llevé a cabo mediante un estudio
de degradacion de MTT. Se observd como un incremento en la dosis de timoquinona significd
una reduccion en la proliferacion de promastigotes, que tras 72 horas de incubacion la totalidad
parecia haber muerto. Como control positivo se empled pentamidina, farmaco que mostré una

tendencia similar al compuesto objeto de estudio. La ICso y ICoo de la timoquinona se
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alcanzaron en 6,33 + 1,21 y 20,71 £ 2,15 uM, respectivamente. Sin embargo, para la
pentamidina los valores de ICso y ICoo fueron 1,67 £ 0,4y 6,11 + 1,24 uM, respectivamente. Se
determino, que tras un tratamiento a una concentracion ICop (20,71 £ 2,15 uM) de timoquinona
la proliferacion se veia mermada en funcion del tiempo de exposicion al compuesto, de manera
que transcurridas 12 horas el nimero de parasitos se habia reducido a la mitad y transcurridas
las 24 horas casi la totalidad de los parasitos habian muerto. El efecto antileishmania se
confirma, pues se llevo a cabo una comprobacion de este efecto incubando los promastigotes
tratados y no tratados. Aquellos previamente tratados con timoquinona y el farmaco control,
una vez transcurridas 72 horas de incubacion presentaban una mortalidad absoluta, sin embargo
aquellos promastigotes que no habian sido sometidos a tratamiento restablecieron su fase de

crecimiento (23).

En lo relativo a los amastigotes de L.donovani la actividad antileishmania de la timoquinona
fue evaluada través de la tincion de Giemsa valiéndose de un microscopio optico de luz clara.
El tratamiento a una concentracion de ICoo determind una reduccion dosis dependiente de la
carga de amastigotes intracelulares con ICso e ICqp alcanzados a 7,83 = 1,65 y 27,25 +£2,20 uM,
respectivamente. A la vista de los resultados de la tincién se concluy6 que a una dosis superior
a 100 uM, el resultado de amastigotes intracelulares vivos era inexistente. Ademas, se evaluo
la citotoxicidad en la linea celular de macréfagos de mamiferos para evaluar los efectos toxicos
de pentamidina y timoquinona, determinandose que esta tltima no afect6 a la morfologia de los
macrofagos ni la viabilidad celular hasta que no se alcanz6 el valor de 200 uM, a diferencia del

farmaco estandar que mostrd resultados de toxicidad aparente (23).

Exdmenes de microscopia determinan que la exposicion de promastigotes de L.donovania a
timoquinona alteraba la morfologia celular de estos, ocasionando una condensacion
citoplasmatica, redondeo de células, acortamiento, pérdida de flagelos y contraccion celular,
situaciones que ocurrian de igual manera al tratar con pentamidina y se compararon estos
resultados con aquellos promastigotes sin tratamiento, sefialando de manera general una muerte
celular programada ocasionada por la variacion de la configuracion morfoldgica de las células

(23).

La timoquinona ha demostrado ser eficaz frente a promastigotes y amastigotes de L.donovani,
sugiriéndose este aceite esencial como un compuesto de partida para el desarrollo de una
alternativa al tratamiento de LV. La timoquinona presenta una inhibicién del crecimiento

dependiendo de dosis en promastigotes y amastigotes de L.donovani ademas de un potente
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efecto antiparasitario alcanzdndose una ICso a 0,71 £ 2,15 y 27,25 £ 2,20 uM frente a
promastigotes flagelados y amastigotes intracelulares, respectivamente (23). También, se
muestran resultados que determinan la no toxicidad de timoquinona hasta 200 uM en células
de macrofagos de mamiferos. Ademas, los estudios demuestran que la administracion de
N.sativa y sus moléculas no presentan una elevada toxicidad en roedores (23). Se concluye que
la timoquinona presenta una actividad antileishmania significativa segura para mamiferos, a
pesar de su toxicidad a dosis elevadas, validando este compuesto como un nuevo punto de
partida para la elaboracion de agentes antileishmania contra las manifestaciones viscerales de

la enfermedad (23).

4.5.3. Juniperus excelsa

A través de los extractos de hojas, frutos y otras fracciones de Juniperus excelsa, familia
Cupressaceae, se ha evaluado aunque en menor profundidad la actividad antileishmanial que
presenta el AE extraido de esta especie vegetal frente a L.major (24). Mirzavand y
colaboradores, llevaron a cabo una evaluacion in vitro, a partir de la cual determiné que las
fracciones correspondientes a las hojas y aquellas que contenian acetato de etilo presentaban la
mayor potencia in vitro con resultados de ICso de 0,97 + 3,53 ng/mLy 19,5 + 5,30 ng/mL (24).
A través de la evaluacion in vivo en modelos experimentales de ratones BALB/c se obtuvieron
resultados significativos de inhibicion frente al grupo control, sin embargo los modelos que
habian sido tratados con el farmaco de referencia glucantina no mostraban diferencias

significativas respecto al control (24).

4.5.4. Vernonia brasiliana

Vernonia brasiliana, perteneciente a la familia Asteraceae ha sido objeto de estudio para la
determinacion de su actividad frente a Leishmania spp. (25). Se ha determinado el potencial
antileishmanial de este AE frente a L.infantum (25). Se llevd a cabo la extraccion del AE de las
hojas del vegetal por HD, posteriormente se evalué su composiciéon quimica mediante GC-MS,
procedimiento comun a numerosos estudios previamente descritos (25). Se determind que el
principal componente era el B-cariofileno (21,47%) seguido del germacreno-D (14,75%) (25).
A través de un ensayo MTT, se determiné la actividad antileishmanial y la citotoxicidad del
compuesto. En primer lugar, se determind una actividad inhibitoria dosis dependiente del AE,
alcanzando un valor de ICso de 39,01 + 1,08 pg/mL. Después, evaluando la citotoxicidad se
determino que el aceite resultaba toxico a una concentracion de 63,13 + 1,2 pg/mL, de manera

que existe una mayor toxicidad del aceite frente a los parésitos que respecto a las células de
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mamiferos, siendo la dosis eficaz no toxica, algo que no ocurre con la exposicion al farmaco,

pues a pesar de presentar un efecto mas potente, resulta toxico (25).

A través de H» DCFDA se determind la generacion de ROS, relacionada con la despolarizacion
del potencial de membrana mitocondrial, que implicd un aumento en la produccion de hasta el
66% en promastigotes de L.infantum, comparando esta produccion con la de los parasitos no
tratados (25). Estos autores evaluaron la asociacion entre AEVB y miltefosina, otros estudios
previos han evaluado la actividad conjunta de AE y farmacos como miltefosina o glucantina,
en ocasiones obteniendo resultados de inhibicion conjunta positivos, sin embargo, en el presente
estudio se muestra que la combinacién de AEVB y miltefosina mostraba un efecto antagonico

(25).

4.5.5. Gossypium hirsutum

Otros autores han evaluado la actividad antileishmanial de diferentes AE extraidos de especies
vegetales. Sharifi y colaboradores evaluaron la actividad in vitro del extracto crudo de
Gossypium hirsutum, familia Malvaceae, comparando su actividad con la glucantina, ambos
frente a promastigotes y amastigotes de L.major (26). Los resultados mostraron que el AE no
mostraba efectos citotoxicos significativos, presentando un elevado indice de selectividad y

determinadndose ademas efectos antileishmania superiores en relacion con el farmaco (26).

4.5.6. Carthamus tinctorius

Turgumbayeva y colaboradores evaluaron la actividad del aceite extraido de Carthamus
tinctorius, familia Asteraceae, frente a promastigotes de L.donovani, comparando su actividad
in vitro con la de la pentamidina y la anfotericina B (27). Determinaron finalmente que el aceite
volatil de esta especie vegetal presentaba con un perfil de seguridad elevado, evaluado in vivo
en modelos experimentales de ratones, y concluyendo con la determinacion del posible

potencial antileishmanial del compuesto (27).

Atendiendo a los resultados observados en los estudios consultados, se observa que la
composicion quimica de los AE varian en funcion de variaciones cualitativas y cuantitativas de
los aceites en relacion al estudio descrito y otros datos recogidos, donde variaciones
geograficas, genéticas, estacionales o factores intrinsecos de la propia planta como puede ser la
etapa de maduracion, las condiciones de cultivo, los métodos de extraccion o las condiciones
climaticas (1). Se observa que el efecto antiparasitario de los AE viene determinado por los
efectos combinados de sus componentes mayoritarios y minoritarios (1,15). Los AE presentan

potentes efectos inhibitorios frente a promastigotes y amastigotes de Leishmania spp. a través
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del mecanismo de induccién de una muerte celular parecida a la apoptosis. Ademas, los
farmacos antileishmania existentes presentan inconvenientes como la toxicidad y la resistencia

de los parasitos, efectos que podrian reducirse mediante la estrategia de la terapia combinada

(16,19-21).

5. CONCLUSIONES

1. La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria de transmision vectorial, cuyo
tratamiento actualmente incluye farmacos con elevada toxicidad y desarrollo de
resistencias. Esto hace de la busqueda de nuevas alternativas a estos farmacos una
necesidad, siendo la busqueda de compuestos naturales bioactivos un campo de
investigacion en auge.

2. Los resultados respaldan que el aceite extraido a partir de la semilla de Neem presenta
actividad antiprotozoaria segura, determinada en lineas celulares humanas (THP-1),
presentando una menor toxicidad que la miltefosina, de manera que se propone como
alternativa de tratamiento en desarrollo frente a L.tropica, L.donovani 'y L.infantum.

3. Enrelacion al género Citrus, se ha determinado que el AE extraido a partir de C.sinensis
presenta un elevado potencial inhibitorio frente a L.fropica. El aceite hidrodestilado de
C.limon mostrd una mayor efecto antileishmanial, similar al firmaco control, frente a
L.major y L.infantum, determinandose también una toxicidad moderada C.l/imon
evaluada en macrofagos murinos.

4. Se ha determinado el potencial antileishmania del timol frente a L.infantum, este
componente presente en especies vegetales del género Origanum, ha resultado ser el
compuesto més eficaz y seguro de los presentes en el género. Asi mismo, presento
menores efectos secundarios en modelos murinos.

5. Se establece que la TPF del AOVE presenta elevado poder inhibitorio frente a
amastigotes de L.major. Ademds, combinaciones de HT, T, OLEO y OLEA han
demostrado presentar actividad antiprotozoaria frente a L.infantum y L.major.

6. Se ha evaluado la actividad de AE de otras especies vegetales en estudios aislados que
se centran en una sola especie de Leishmania spp. Destacando que la timoquinona
principal componente bioactivo Nigella sativa, presenta un efecto letal frente a
L.donovani.

7. Los AE presentan efectos inhibitorios frente a promastigotes y amastigotes de

Leishmania spp, lo que podria ser una esperanzadora alternativa de tratamiento.
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7. ANEXOS

ANEXO I. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

ETD: Enfermedad Tropical Desatendida.

LV: Leishmaniasis visceral.

LC: Leishmaniasis cutanea.

LDPK: Leishmaniasis dérmica post-kala-azar.

LMC: Leishmaniasis mucocutdnea.

AE: Aceite esencial.

THP-1: Linea celular de leucemia monocitica aguda humana diferenciada a
macréfagos.

MTT: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazoilo.

ICso: Dosis del compuesto necesaria para inhibir el crecimiento celular un 50%
expresado por sus siglas en inglés (inhibitory concentration).

EAF: Acetato de etilo.

DE: Desviacion estandar (término estadistico).

IS: indice de selectividad.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

EMSD: Extraccién por microondas sin disolventes.

HD: Hidrodestilacion.

GC-MS: Cromatografia de gases-espectrometria de masas, por sus siglas en inglés (gas
chromatography mass spectrometry).

ICs0: Dosis del compuesto necesaria para inhibir el crecimiento celular un 80%
expresado por sus siglas en inglés (inhibitory concentration).

AOVE: Aceite de oliva virgen extra.

AGMI: Acidos grasos monoinsaturados.

TPF: Fraccion fenolica total por sus siglas en inglés (total fenolic fraction).

OLEA: Oleaceina.

OLEOQ: Oleocantal.

HT: Hidroxitirosol.

T: Tirosol.

RCV: Reguladores de crecimiento vegetal.

BA: 6-bencilaminopurina.

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

ICoo: Dosis del compuesto necesaria para inhibir el crecimiento celular un 90%
expresado por sus siglas en inglés (inhibitory concentration).
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. . E i . aa
Autores y Afio Especie vegetal specie d.e Método Conclusion
Leishmania
Caleulode | o0 o
Cesa S. et al. viabilidad celular . .
i .. antileishmanial,
L.tropica L ademas de un
2019 Azadirachta ropied 1 empleando células
o L.donovani z perfil de
indica . THP-1, a través .
(14) L.infantum del ensayo MTT seguridad frente a
’ células THP-1.
Extraccion de .,
. . Se determind una
aceites esenciales otente actividad
por HD y EMSD. | Potente .
‘Andlisis CG-MS antileishmanial
Bouabdallah S. et al. - ' del aceite de
Evaluacién de o
. . . C.limon (HD) en
C.sinensis . actividad . .
2022 . L.major _ . L.major, seguido
C.limon . antileishmanial, .
. L.infantum o de C.clementina,
C.clementina viabilidad celular
ey resultados a la
y efecto . .
2 inversa obtenidos
citotoxico,
. frente a
mediante ensayo L infantum
MTT. ' '
Extraccion Los productos
Soxhlet. Analisis quimicos
de composicion bioactivos
Anwar T. et al. GC_M,S S P rgsentes on g
Evaluacion in aceite de citricos
2023 C.sinensis L.tropica W[m.d?l potenc | T emplegrse
antileishmania. en la produccion
(15) Evaluacion de de nuevos
produccion de farmacos
ROS (Hz antiparasitarios.
DCFDA).
. El aceite de
) Extraccion de ,
Tasdemir D. et al. . . oregano presenta
aceites esenciales
or HD. Analisis cfectos
2019 P . beneficiosos para
. . . | GC-MS. Analisis ,
Origanum onites | L.donovani . la salud, ademaés
del potencial
17) o . de su uso
antileishmania a .
. potencial frente a
través de ensayo
) enfermedades
de resazurina. o
parasitarias.
Determinando
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que el timol,

puede ser un
punto de partida

para el uso de
nuevos agentes
antiparasitarios.

Youssefi M. R. et al.

Evaluacion in
vitro del efecto
antileishmania de
carvacrol, timol y
linalol empleando
ensayo MTT.
Evaluacion in

Se determind una
mayor actividad
antileishmania de
carvacrol y timol

2019 Origanum vulgare | L.infantum vivo en modelos | frente a linalol. El
murinos de timol timol presenta
(18) y carvacrol mayor actividad y
mediante el seguridad en
analisis de modelos in vivo.
resultados
histopatologicos.
Analisis y
cuantificacion
(HPLC-DAD). Se estgblece la
.y actividad
Evaluacion o .
viabilidad celular | 20tiCishmanial in
Karampetsou K. et con ensavo de vitro del TPF
al. resazur}i]na derivada del
Analisis cinééica AOVE, contenido
2021 . .. en HT, T, OLEA
L.infantum de crecimiento.
Olea europaea . o Y OLEO,
L.major Evaluacién
(16) -y provocando
produccién de generacion de
ROS (H:
DCFDA). ROS.
s Demostrando
Evaluacion la . .
.. ademas eficacia
actividad i vivo en
antileishmania in .
. modelos murinos.
VIvo con ratones
BALB/c.
Andlisis y Se determina la
Gogom @ @il cuantificacion actividad
. (HPLC-DAD) antileishmanial in
L.infantum y :
2022 Olea europaea I maior Evaluacion vitro del TPF
ey viabilidad celular, derivada del
(19) actividad y AOVE, contenido
citotoxicidad con | en HT, T, OLEA
ensayo de Y OLEO,
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resazurina. provocando
Analisis cinética generacion de
de crecimiento. ROS.

Evaluacion de
produccion de

viabilidad celular,

ROS (H:
DCFDA).

ye Se establece la
Andlisis y .

. 7, actividad
cuantificacion antileishmanial in
(HPLC_DI.AtD)' vitro del TPF

Evaluacion .
derivada del

AOVE, contenido

Koutsoni O. S. et al. actividad
L.infantum citotox\;cidad}clzon en HT, T, OLEA
2018 Olea europaea ) . Y OLEO,
L.major ensayo de
resazurina provocando
20 o eneracion de
Evaluacion g
produccion de ROS.
ROS (H Demostrandq
DCFDA) ademas eficacia
) in vivo en
modelos murinos.
Andlisis y Se determina la
cuantificacion actividad
(HPLC-DAD). antileishmanial in
T Ztlsou L o8 Evaluacion vitro del TPF
’ viabilidad celular derivada del
2002 con ensayo de AOVE,
Olea europaea L.major resazurina. destacando el
Evaluacion la efecto del OLEO,
(21)
actividad entre ellos.
antileishmania in Demostrando
Vivo con ratones ademas eficacia
BALB/c. in vivo en
modelos murinos.
Artemisia
Establecimiento gfeiﬁiﬁei?c?;l:l
Yousaf R. et al. cultivos de callos .
in vitro. mp Orf‘a‘?te eon
2019 Andlisis GC-Ms, | evidad
Artemisia . Determinacion de . ’
) L.tropica . establecida en
(22) scoparia actividad .
antileishmanial cultivos de callos
’ y mostrando una
empleando ensayo .
MTT y apoptosis mayor actividad
celular suplementando
’ los cultivos con
RCV.
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Islamuddin M. et al.

Evaluacion del
efecto
antileishmania de
promastigotes con

La timoquinona
presenta actividad
antileishmania
significativa
segura para
mamiferos, a

2002 ensayo MTT y de pesar de su
Nigella sativa L.donovani amastigotes con | toxicidad a dosis
(23) tincion de elevadas, lo que
Giemnsa. Examen | implica un nuevo
de microscopiay | punto de partida
evaluacion de para la
citotoxicidad. elaboracion de
agentes
antileishmania.
Se determiné que
o las fracciones que
Evaluacién in contenian acetato
Mirzavand S. et al. vitro del efecto .
o . de etilo
antileishmania. resentaban poder
2019 . L.major Evaluacion la presenaban pe
Juniperus excelsa ) . inhibitorio in
L.tropica actividad .
o .. vitro,
(24) antileishmania in .,
. obteniéndose
vivo con ratones ademas resultados
BALB/c. . .
significativos de
inhibicion in vivo.
El aceite esencial
Extraccion de de Vernonia
aceite esencial por brasiliana
HD. Analisis CG- | presenta actividad
MS. Analisis del antileishmanial
Mondégo O. R. et al. .po.tencial. siendo mas t’(')).cico
antileishmaniay | para los parasitos
citotoxicidad a que para células
2021 . . ;
Vernonia LA o través de ensayo de mamiferos.
25) brasiliana ’ MTT. Evaluacién Produce un
de produccion de aumento en la
ROS (H: produccion de
DCFDA). ROS. Sugiriendo
Determinacion del las moléculas
efecto asociativo | activas de este AE
con farmacos. como fuente para
nuevos
tratamientos.
Gossvpium Extraccion El extracto crudo
Sharifi F. et al. SSYP L.major Soxhlet. de Gossypium
hirsutum ., ) .
Obtencion por CC hirsutum tiene

2019

y TLC. Anélisis

efectos
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de citotoxicidad y antileishmania
(26) viabilidad celular | significantes y no
a través de ensayo toxicos,
MTT. superiores a los
del farmaco.

Turgumbayeva A. et
al.

2019

27)

Carthamus
tinctorius

L.donovani

Extraccion del
aceite esencial por
HD. Analisis CG-

MS. Evaluacién
del efecto
antileishmania in
Vivo.

El aceite volatil
de Carthamus
tinctorius
presenta efecto
antileishmania
con un perfil de
toxicidad seguro.
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