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PRELIMINARY STUDY OF THE In Vitro EFFECT OF THE Artemisia annua LEAVES
EXTRACT ON THE GROWTH OF Leishmania braziliensis

ABSTRACT

The first-line treatment against Leishmaniasis consists in the administration of
pentavalent antimonial, which produce unwanted and even highly harmful
side effects. On the other hand, there are several reports of the generation of
resistance to these drugs by the parasite, which has led to the evaluation of
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alternative therapies, highlighting the use of plants and / or their
active ingredients. Here we report the results of a preliminary
study on the effect of the extract of Artemisia annua L. in L. (V)
braziliensis and L. (L) mexicana, prevalent species in Venezuela, as
well as in parasites of L. (V) braziliensis Glucantime-resistant.
The parasites were grown in biphasic blood-based agar
medium. Several concentrations of the plant extract, between
10 and 30 mg, were tested, processed in sterile distilled water
by sonication and sterilized by autoclave. We observed the
reduction in the number of parasites even with the lowest
concentration, compared to that recorded in the controls.
Anti-Leishmania effect was also observed in
Glucantime resistant parasites. These results indicate the
potential utility of this plant in the treatment of Leishmaniasis
associated with L. (V) braziliensis and L. (L) mexicana and, even,
in cases resistant to Glucantime. In the future, it is important to
perform tests with a wider range of concentrations of the
compound, both in vitro and in murine models.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania braziliensis; Artemisia
annua; parasitical effect.

INTRODUCCION

El género Leishmania agrupa 21 especies conocidas de
parasitos intracelulares dimorficos, patogénicas al
hombre, responsables de la Leishmaniasis, parasitosis
endémica en grandes areas tropicales, subtropicales y en
la cuenca del Mediterraneo, con manifestaciones
clinicas diversas que incluyen la Leishmaniasis
Cutanea, la Leishmaniasis Mucosa y la Leishmaniasis
Visceral (Akhoundi et al., 2017).

En las Américas, entre 2001 y 2017, un total de
940.396 nuevos casos de Leishmaniasis Cutanea y
Mucosa fueron reportados por 17 de los 18 paises
endémicos, con un promedio anual de 55.317 casos
(OPS, 2019). Segun De Lima et al. (2010, 2011), en
Venezuela la Leishmaniasis Cutanea abarca todo el
territorio nacional con el 97,93% de los casos de
Leishmaniasis reportados entre 1998 'y 2009,
registrandose un namero total de 52.282 casos y una
tasa de incidencia que disminuye progresivamente a
partir del afio 2003 de 11,8 x 100.000 habitantes a
794 x 100.000 habitantes en 2009; los autores
destacan la existencia de un subregistro notable de los

casos. La  especie identificada con = mayor
frecuencia es L. (V) braziliensis, relacionada con la
Leishmaniasis ~ Cutanea, seguida por L. (L)

amazonensis 'y L. (L) mexicana, con una frecuencia
muy baja, relacionadas generalmente a la forma
difusa de la enfermedad que representa el 0,06% de
todos los casos de Leishmaniasis en Venezuela (Zerpa y
Convit, 2009).

Debido a que existen varias manifestaciones clinicas
de la parasitosis relacionadas a distintas especies del
parasito, con un amplio espectro de sensibilidad a los

farmacos disponibles, se han desarrollado diversos
tratamientos que incluyen terapias fisicas, vacunas,
compuestos naturales y quimioterapia con drogas
convencionales de las cuales las mas utilizadas
mundialmente son los antimoniales pentavalentes.
Las principales limitaciones de estas drogas son su
toxicidad para el paciente y el eventual desarrollo de
resistencia por parte de parasito (Layegh et al., 2009,
Pelaez, 2012).

Dentro de los compuestos naturales para el
tratamiento de la Leishmaniasis se ha probado la
artemisina o artemisinina, extraida de Artemisia
vulgaris y Artemisia annua, la cual ha sido efectiva en
estudios in vitro donde se aplicaron concentraciones
micro molares contra promastigotes y amastigotes de
de

destacando que no hubo efecto en la viabilidad de los

L. donovani infectando macrofagos raton,

macrofagos. La ausencia de efectos citotoxicos
también se observo en estudios con la linea celular
humana U937 y la Raw 264.7 de raton. Igualmente, se
ha reportado la reduccién de lesiones plantares en
ratones BALB/C infectados con L. major, asociada a la
disminucion de la carga parasitaria. Otros compuestos
aislados de Artemisia sp. evaluados para tratar la
Leishmaniasis son el “artemether” (arteméter) y el
artesunato, de los cuales solo el primero tuvo efecto
leishmanicida, aunque con menor potencia que la
artemisina (Avery et al., 2003; Yang et al, 1993,
Islamuddin et al., 2014; Mesa et al., 2017).

Asi mismo, se ha evaluado el efecto del polvo de la
hoja de esta planta en modelos in vitro e in vivo,
observandose la reduccion de la carga parasitaria y del
tamafio de lesiones cutaneas no complicadas
asociadas a L. (V) panamensis (Mesa et al., 2017).

Los estudios con esta planta para el tratamiento de
la Leishmaniasis son prometedores y en general se
han realizado con las especies L. major y L. donovani
del Viejo Mundo y con L. (V) panamensis del Nuevo
Mundo. En Venezuela, la especie prevalente es L. (V)
braziliensis y, tomando en cuenta las variaciones de
susceptibilidad ante distintos enfoques terapéuticos
por parte de las distintas especies del parasito, es
importante estudiar la accion de esta planta sobre la
mencionada especie.

En este sentido, el presente trabajo tuvo como
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objetivo la evaluacion del efecto del extracto de la
hoja de Artemisia annua L. en el crecimiento in vitro
de promastigotes L. (V) braziliensis y L. (L) mexicana,
especies prevalentes a nivel nacional. Considerando
que los antimoniales pentavalentes Glucantime® y
Pentostam® son los medicamentos de primera linea
usados mundialmente en el tratamiento anti-
Leishmania, se compar¢ el efecto del extracto vegetal
con el del Glucantime®.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos. Se utilizaron dos cepas de Leishmania
spp.: L. (V) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) y L. (L)
mexicana (MHOM/BZ/82/BEL21).

Medios de cultivo. Los promastigotes de las cepas
del parasito fueron cultivados en medio bifasico Base
de Agar Sangre (GIBCO) y medio liquido.

- Base de Agar Sangre: se prepar6 al 4% en agua
destilada y se esteriliz6 en autoclave, 20 minutos a
121 °C y 15 Ib de presion. Se dej6 enfriar a 50°C-60°C
y se anadi6 sangre desfibrinada de conejo a la
concentracion del 10%, con 1000 U de penicilina por
cada mL de sangre. El medio se distribuyd en tubos
tapa rosca y placas de Petri estériles.

- Medio liquido: para un litro, se mezclaron 10 gr de
glucosa y 8,5 gr de NaCl, esterilizando por autoclave.
Material vegetal. Se utilizo6 el polvo de hojas de
Artemisia annua L. empaquetado en capsulas de
gelatina. Este material fue donado por el PECET de la
Universidad de Antioquia, Colombia, y fue obtenido
como se indica en Mesa et al. (2017).

El polvo fue disuelto en agua bidestilada estéril, a
razon de 150 mg/mL, procesado en sonicador
(Branson Sonifier 250) aplicando pulsos de 100 watt
durante media hora en hielo, para obtener particulas
mas finas del polvo y lograr una mejor disolucion en
el agua. Luego, se esteriliz6 por autoclave y se
centrifugd 10 min a 12.000 rpm para separar liquidos
y solidos. Estérilmente, se tomo la parte liquida para
hacer las pruebas con los parasitos.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de los parasitos. Para evaluar el efecto del
extracto vegetal en el crecimiento in vitro de las cepas
de Leishmania, se coloc6 un millbn de parasitos
(promastigotes) en placas de Petri con base de agar

sangre mas 2 mL de medio liquido. Se probaron 4
concentraciones del extracto vegetal: 10, 15, 20 y 30
mg, evaluando su efecto en el crecimiento, para lo cual
se cont6 el numero de parasitos vivos a las 72 horas
después de iniciado el ensayo (al comienzo de la fase
exponencial de crecimiento), utilizando coloracion con
azul tripano en camara de Neubauer. Igualmente, se
realizaron controles de parasitos creciendo en ausencia
del extracto. Cada prueba con los controles y con las
distintas concentraciones del extracto para las dos
cepas de parasitos, se realizo por triplicado.

Efecto del Glucantime sobre el crecimiento in vitro de
los paréasitos. El crecimiento de los parasitos en
presencia del extracto vegetal se compar6 con el
crecimiento observado en presencia del Glucantime®,
farmaco de referencia en el tratamiento de Ila
Leishmaniasis. Para ello, se colocaron 1x108 parasitos
en placas de Petri con el medio de cultivo bifasico,
incorporando 40 pg/mL de la droga (Sanofi-Aventis),
correspondiente a la dosis terapéutica reportada por
distintos investigadores. Se determiné el namero de
parasitos en camara de Neubauer mediante tincion con
azul tripano, a las 72 horas de iniciar el ensayo, el cual
se realiz6 por triplicado.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de parasitos resistentes al Glucantime. La
resistencia al Glucantime® se obtuvo gradualmente,
agregando concentraciones crecientes del farmaco a
promastigotes de L. (V) braziliensis en cultivo durante
los repiques semanales. La dosis se duplicé cada dos
semanas, iniciando con 10 pg de Glucantime® por
cada mL del medio de cultivo, hasta alcanzar la
concentracion de 3,9 mg/mlL, correspondiente a 200
veces la dosis terapéutica, aproximadamente. Estos
parasitos se cultivaron en presencia de la dosis
mencionada de Glucantime y de 10, 20 y 30 mg del
extracto de Artemisia annua L., tal como se indica en la
prueba del efecto del compuesto vegetal en el
crecimiento in vitro de Leishmania sensible al farmaco.
Se realiz6 un control con parasitos creciendo solo en
presencia del antimonial y otro control con parasitos
creciendo en presencia de 7,5 pg/mL de Anfotericina B,
otro compuesto usado para el tratamiento de la
Leishmaniasis. El ensayo se realizd por triplicado.
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RESULTADOS

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento de
los parasitos

Una vez contados los parasitos, se calcul6 el promedio
del numero de células obtenido en las tres
réplicas realizadas. Estos datos se reportaron en la
figura 1.
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Figura 1. Crecimiento de los pardsitos en presencia
del extracto de Artemisia annua L. y de Glucantime. Los
parasitos fueron contados 72h después de iniciar el
ensayo.

Como se observa en esta figura, el extracto vegetal
tuvo un efecto dependiente de la concentracion sobre
el crecimiento de los parasitos. La comparacion entre
el numero de células en los cultivos recibiendo
tratamiento y el de los controles pone en evidencia
una accion inhibitoria al aplicar la concentracion mas
baja del extracto (10 mg), con aproximadamente la
mitad de parasitos respecto a los reportados en los
controles. La concentraciéon mas alta (30 mg) ocasiond
la reduccion de aproximadamente 90% en el
crecimiento de los parasitos para la cepa M2903 con
respecto al crecimiento observado en los controles,
mientras que para la cepa BEL 21 esta concentracion
produjo la muerte del 70% de los parasitos sembrados
inicialmente, lo que parece indicar una mayor
sensibilidad frente al extracto vegetal para esta cepa

respecto a la cepa M2903.

Efecto de Artemisia annua L. sobre el crecimiento in
vitro de promastigotes de M2903 resistentes al
Glucantime.

Para probar el efecto de A. annua L. sobre parasitos
resistentes al Glucantime, promastigotes de M2903
resistentes a este farmaco se cultivaron en presencia
de 10, 20 y 30 mg del extracto vegetal. Los resultados
de esta prueba se muestran en la tabla 1 y la figura 2,
observandose que dicho extracto, a la concentracion
mas baja probada, redujo en aproximadamente un
50% la poblacion de parasitos con respecto al control
(cultivo en ausencia del extracto).

sobre el
de M2903

Tabla 1. Efecto de Artemisia annua L.
crecimiento in vitro de promastigotes
resistentes al Glucantime

Sin Anfotericina A. annua L
tratamiento B

(sin A. annua) 7,5 pg/ml

Tratamiento

10 mg 20mg  30mg

N° de parasitos

x 105 18.3 13 9.7 5 1.7
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Figura 2. Comparacion del efecto de A. annua en
el crecimiento de M2903 sensible y resistente al
Glucantime. Los parasitos fueron contados 72h
después de iniciar el ensayo.

El efecto
concentracion, observandose que a la mas alta

inhibitorio es dependiente de Ia

practicamente no hubo crecimiento y que el namero
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de parasitos fue similar al obtenido con Anfotericina
B. Este resultado es interesante debido a los reportes
de pérdida de sensibilidad a antimoniales durante el
tratamiento de pacientes con Leishmaniasis, ya que
sugiere que la artemisa es una opcién para terapia en
esta situacion, con menos costos y efectos nocivos
que otras drogas comerciales como la Anfotericina.

DISCUSION

Desde hace mas de 5 décadas los antimoniales
pentavalentes  bajo
Glucantime® y Pentostam®, son los medicamentos
de primera linea usados en el tratamiento de distintas
manifestaciones de la
Quimicamente son similares y su toxicidad y eficacia
estan relacionadas con el contenido de antimonio Sb5
+: la solucién de antimoniato de meglumina contiene
un 8,1% (81 mg/mL), mientras que la solucién de
estibogluconato de sodio contiene un 10% (100 mg/
mL). En la literatura se reportan dosis entre 20 y 120
mg/kg de peso, generalmente durante 20 dias, para el
tratamiento de las distintas manifestaciones clinicas
de la Leishmaniasis (Henao et al., 2004). Sin embargo,
se ha reportado la aparicion de resistencia por parte
del parasito, ademas de que causa efectos adversos
que incluyen anorexia, vomitos, nauseas,
abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas,
sabor metalico y letargo; esto ha llevado a la busqueda
de tratamientos alternativos y nuevas drogas menos
dafiinas al paciente para tratar la enfermedad. Una de
estas alternativas consiste en el uso de la planta
Artemisia annua L. o sus derivados y principios activos
purificados, la cual, inicialmente, se ha usado con
éxito para tratar el paludismo, incluso resistente a la
cloroquina, y luego en estudios de Leishmaniasis con
las especies L. major, L. donovani y L. (V) panamensis,
incluyendo modelos murinos, pacientes y cultivo in
vitro de promastigotes y de amastigotes en macréfagos
de raton y lineas celulares humanas. En estos estudios
se ha destacado una alta efectividad y la ausencia de
efectos secundarios en los animales experimentales,
en los macrofagos y en las personas. Hasta ahora, se
han identificado dos compuestos presentes en
Artemisia  sp. leishmanicida, la
artemisinina y el arteméter, siendo el primero mas

los nombres comerciales

clinicas Leishmaniasis.

dolor

con actividad

efectivo que el segundo (Avery et al, 2003, Yang et
al, 1993, Mesa et al.,, 2017). En cuanto al mecanismo
de accion de este compuesto en kinetoplastidas,
particularmente en Tripanosoma cruzi y Tripanosoma
brucei rhodesiense, la artemisinina inhibi6 el
crecimiento in vitro y la actividad ATPasa calcio-
dependiente de las membranas de los parasitos, lo
que sugiere un efecto via bombas de membrana
(Mishina et al., 2017). En amastigotes intracelulares de
L. donovani, el efecto inhibitorio de aceites esenciales
de A. annua se relaciond con el mecanismo de muerte
celular programada (Islamuddin et al., 2014). Unido al
efecto leishmanicida, se ha observado que A. annua
estimula la respuesta inmune Th1 (Islamuddin et al.,
2015).

Para este estudio preliminar sobre el efecto de A.
annua L. en especies de Leishmania prevalentes en
Venezuela, se us6 el extracto vegetal completo
obtenido de la maceracién en agua destilada estéril
del polvo de las hojas de la planta. En otros trabajos,
este polvo ha sido disuelto en presencia de
compuestos organicos, especialmente DMSO (con
reportes controversiales de su toxicidad y efectos
adversos en el organismo, incluyendo alergias), y se
han probado fracciones del procesamiento con
distintos alcoholes. Para este trabajo, el polvo de las
hojas de A. annua se disolvio solo en agua, liquido
vital inocuo, sin efectos adversos, lo que seria
ventajoso en el uso de este vegetal como terapia
de

procesamiento y riesgos a la salud. En cuanto al uso

contra la Leishmaniasis, reduciendo costos
del polvo completo de hojas en lugar de fracciones o
del principio activo purificado, distintos autores han
resaltado las ventajas de este tipo de material. Se ha
extracto

observado que el completo contiene

compuestos, especialmente flavonoides, con un
efecto mas sinérgico que cuando se aplica el farmaco
derivado puro, destacando la inhibicion del citocromo
P450 humano implicado en el metabolismo de
compuestos exogenos, con lo que se incrementa la
vida media sérica del material administrado; la
combinacién de compuestos en el extracto pudiera,
de esta manera, influir en un menor riesgo de

desarrollo de resistencia en el parasito (Rodeiro et al.
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2009). También se ha demostrado en estudios con
terapia oral en modelos murinos, que la artemisinina
del polvo administrado en capsulas pasa rapidamente
del
Resultados similares fueron obtenidos en estudios con

sistema digestivo al torrente sanguineo.
pacientes de paludismo a los que se les administro té
de A. annua para tratar esta enfermedad (Rath et al.,
2004; Weathers et al., 2011).

El extracto vegetal se ensayd en el crecimiento in
vitro de promastigotes de L. (V) braziliensis y L. (L)
mexicana, especies prevalentes en las distintas
regiones endémicas de Venezuela, resaltando que en
general distintos investigadores han realizado estudios
con las especies L. major y L. donovani del Viejo
Mundo y con L. (V) panamensis del Nuevo Mundo. Se
probaron varias concentraciones del extracto. Se
observo que la concentracion mas baja redujo en mas
del 30 % el numero de promastigotes para las cepas en
estudio, mientras que la mas alta caus6 una reduccion
entre 90 y 100 %. Esto pone en evidencia un efecto
inhibitorio de A. annua sobre el crecimiento y
multiplicacion in vitro de los promastigotes de estas
especies, concordando con los resultados de otros
investigadores en otras especies de Leishmania spp.

Otra prueba realizada en este estudio consisti6 en la
obtencién de promastigotes de M2903 resistentes al
Glucantime para evaluar el efecto del extracto vegetal
Tal

incrementando gradualmente durante los repiques, la

en su crecimiento. resistencia se obtuvo
concentracion de la droga. A este respecto, distintos
investigadores han demostrado la susceptibilidad in
vitro de promastigotes spp. a
antimoniales y que dicha sensibilidad es menor a la

reportada para amastigotes dentro de macrofagos en

de Leishmania

el caso del Glucantime, pero similar en el caso del
Pentostam (Berman et al., 1989). Tal accién inhibitoria
del Glucantime se ve afectada por la composicion del
medio de cultivo, reportandose en medios complejos
suplementados,
suplementados y muy ricos en nutrientes tiende a

no mientras que en medios
observarse resistencia a la droga por parte de los
promastigotes; esto pudiera explicar la existencia de
resultados controversiales en cuando a la sensibilidad
de promastigotes al Glucantime (Moreira et al., 1995).

Por su parte, Moreira y Petrillo-Peixoto (1991),

evaluando el efecto del Glucantime en el crecimiento
in vitro de promastigotes de Leishmania en
Suramérica, reportan diferencia de susceptibilidad
entre distintas cepas, observando en las mas sensibles
naturalmente (L. (V) braziliensis M2903 y L. (V)
guyanensis M1176) la inhibicion dosis-dependiente
del crecimiento, en un rango de 0,23 a 23 mM; las
cepas naturalmente resistentes (L. (L) amazonensis
M10996 y L. (V) braziliensis LTB259), fueron inhibidas
a concentraciones mucho mas altas del antimonial
(entre 20 mM- 70 mM). Similarmente a este estudio,
Grogl et al. (1989) desarrollaron resistencia al
Glucantime en promastigotes naturalmente sensibles,
exponiéndolos gradualmente a
crecientes de la droga. Senalan la inestabilidad de esta
resistencia en parasitos con pocos pases en presencia
de la droga (tres o menos) y la observacion de
estabilidad después del tercer repique; en
hacen énfasis en el riesgo de
emergencia de resistencia a antimoniales en
Leishmania debido a la aplicacion de dosis
inadecuadas de la droga durante el tratamiento de la
parasitosis.

En este estudio, se trabajo con promastigotes de
M2903 expuestos al antimonial durante mas de 6
pases y al tratarlos con el extracto vegetal se
obtuvieron  resultados los de
promastigotes sensibles creciendo en presencia de
dicho extracto, lo que pone en evidencia la posible
utilidad de este vegetal en pacientes que desarrollen
resistencia o tengan poca respuesta al tratamiento
con el Glucantime. Al comparar el efecto de Artemisia
annua en el crecimiento de los promastigotes de L. (V)
braziliensis, (especie mas comun encontrada en
Venezuela) con el del Glucantime, se observo que la
accion del farmaco a la concentraciéon utilizada fue
menor que la de las dosis probadas del extracto
vegetal, resaltando aiin mas la utilidad de la planta en
el tratamiento de la Leishmaniasis.

concentraciones

consecuencia,

similares a

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio preliminar indicarian
la posibilidad de usar A. annua en el tratamiento de
la Leishmaniasis relacionada a L. (V) braziliensis y L.
(L) mexicana, destacando el efecto inhibitorio en el
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crecimiento del parasito y la nula toxicidad para
macrofagos e, incluso, pacientes, segin resultados
obtenidos por otros investigadores. Ya la OMS ha
sefialado la utilidad de esta planta en el tratamiento
de paludismo. En el caso del tratamiento de la
Leishmaniasis, debido a la posibilidad del eventual
desarrollo de resistencia por parte del parasito, es
importante considerar la implementaciéon de esta
planta en combinacién con otros compuestos, asi
como la realizacion de evaluaciones que permitan
determinar la dosis mas adecuada para evitar o reducir
el riesgo de pérdida de susceptibilidad. También son
muy importantes para este topico aquellos estudios
que permitan establecer el mecanismo de accion
inhibitorio de A. annua sobre el crecimiento de
Leishmania spp. A futuro, como continuaciéon de este
estudio preliminar, es de interés realizar pruebas
ampliando el rango de concentraciones del extracto y
de Leishmania, en promastigotes,
like”,
modelos murinos, para conocer realmente el potencial

las especies

amastigotes y “amastigotes asi como en

de esta planta en el tratamiento de la Leishmaniasis.
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