Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
Received 2 January 2008; Accepted 9 May 2008 18(3): 350-355, Jul./Set. 2008

Actividad in vitro de 1a mezcla de alcaloides de Ervatamia
coronaria (Jacq) Staff. Apocynaceae sobre amastigotes de
Leishmania braziliensis

Amanda Moreno Rodriguez,’ Jorge Robles Camargo,*? Felio J. Bello Garcia’

'Pontificia Universidad Javeriana, Facultad de Ciencias Bdsicas, Departamento de Biologia, Bogotd, Colombia,

ZPontiﬁcia Universidad Javeriana, Facultad de Ciencias Bdsicas, Departamento de Quimica. Bogotd, Colombia,
$Universidad del Rosario, Instituto de Ciencias Basicas, Facultad de Medicina, Bogota, Colombia

RESUMO: “Atividade in vitro da mistura de alcaldides de Ervatamia coronaria (Jacq) Staff.
Apocynaceae sobre amastigotas de Leishmania braziliensis”. A leishmaniose ¢ considerada
uma importante causa de morbidade e mortalidade a nivel mundial, principalmente nos paises
tropicais. As formas cutanea e mucocutanea sao causadas, entre outras espécies, por Leishmania
braziliensis. Na procura de compostos leishmanicidas de origem natural, foi estudada a atividade
da mistura de alcaldides de Ervatamia coronaria (Apocynaceae) contra amastigotas de L.
braziliensis em 6 concentragdes diferentes (1, 10, 20, 25, 50 e 100 pg/mL). Foram tratados
macrofagos de ratos da linha J774, infectados com promastigotas de L. braziliensis, com a mistura
de alcalodides 1 hora apds-infeccdo e diariamente por 3 dias sem mudanga de meio. As experiéncias
de citotoxicidade foram efetuadas sobre os macrofagos com azul tripam. Todos os cultivos foram
feitos de forma triplicada e os grupos de controle ndo foram submetidos a mistura de alcaldides.
Foi obtido que o composto adicionado exerce atividade doses/dependente sobre a parasita. No
entanto, as concentragdes mais altas (50 e 100 pg/mL), adicionado durante 3 dias, mostraram
os maiores indices de infeccdo, provavelmente devido a diminui¢do no nimero de macrofagos,
sobre os quais ndo foi observado efeito toxico do tratamento durante 24 horas DL, /24h = 233,52
ng/mL. Os resultados dessa pesquisa revelaram uma nova atividade farmacologica de alcaldides
da espécie Ervatamia coronaria sobre a forma amastigota de Leishmania braziliensis, com IC,
=2,6 ¢ 12,4 pg/mL sem mostrar toxicidade sobre a cé¢lula hospedeira.

Unitermos: Leishmania, alcalodides, Ervatamia coronaria, Apocynaceae, citotoxicidade,
amastigota.

ABSTRACT: “In vitro activity of the alkaloids mixture of Ervatamia coronaria (Jacq)
Staff. Apocynaceae on Leishmania braziliensis amastigotes”. Leishmaniasis, caused by
Leishmania sp., is one of the mean reason of considerable mortality and morbidity throughout
the world, especially in the tropics. Cutaneous and mucocutaneous manifestations are caused by
Leishmania braziliensis, and the cutaneous form is the most common one in Colombia. In the
search for antileishmanial compounds from natural sources, we studied the alkaloids mixture
from Ervatamia coronaria against L. braziliensis at six different concentrations (1.0, 10, 20, 25,
50 and 100 pg/mL). Macrophages J774 infected with L. braziliensis were treated with alkaloids
one hour, and once a day for three days, after parasitic infection and preserving the same culture
medium. Cytotoxicity with trypan blue was undertaken in macrophages J774 by using the same
concentrations. Three different cultures samples were carried out. As a control we used medium
alone. The alkaloids mix showed a dose/dependent activity on amastigote, but by increasing
concentrations from 50 to 100 pg/mL for three days, we saw a high index of infection, probably
caused by cellular death. We did not see any toxic effect on macrophages J774 at 100 pg/mL,
LD, /24h= 233.52 ug/mL. These results revealed a novel pharmacological activity of alkaloids
from E. coronaria against amastigotes of L. braziliensis IC, = 2.6 and 12.4 pug/mL without
toxicity on host cells.

Keywords: Leishmania, alkaloids, Ervatamia coronaria, Apocynaceae, cytotoxicity,
amastigote.

INTRODUCCION Leishmania 'y representa una causa importante
de morbilidad y mortalidad en paises tropicales y

La leishmaniosis es un conjunto de subtropicales. Estos parasitos originan las enfermedades
enfermedades causadas por protozoos del género que se agrupan en: cutinea, mucocutanea y visceral.
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En Colombia la forma cutanea es la mas comun,
representando mas del 90% de infecciones sintomaticas
y es causada, principalmente, por Leishmania (Viannia)
panamensis y Leishmania (Viannia) braziliensis.

El tratamiento basico consiste en la
administracion de stilbogluconato de sodio (Pentostam),
glucantime o pentamidina. Sin embargo, existen fallas
y limitaciones en el tratamiento, especialmente en las
formas de leishmaniosis visceral, mucosa y cutanea
difusa. Actualmente el fracaso del tratamiento se
relaciona con la resistencia del parasito y la toxicidad
que presenta la droga (Berman 1997). Por otro lado, se
trata de medicamentos de dificil acceso por parte de las
comunidades rurales que, ademads, presentan deficiencias
nutricionales en la mayoria de casos.

Las plantas proveen una gran diversidad
quimica y de bioactividad. Las condiciones del tropico
hacen que esta region presente una alta diversidad de
flora que conforma un material potencial, poco explorado
cientificamente; practico y eficiente en el manejo de
problemas epidemiologicos de diferentes origenes,
ademas de contribuir al conocimiento fitofarmacologico
a través del uso de los recursos naturales y de brindar un
respaldo cientifico del uso tradicional de las plantas por
las comunidades humanas. Dentro de los metabolitos
secundarios vegetales mas conocidos quimica y
farmacetticamente, y usados en el campo medicinal,
estan los alcaloides. Estos compuestos han sido aislados
de varias especies de la familia Apocynaceae, de
diferentes partes de la planta: semillas, corteza, hojas
y tallos, principalmente (Quintans-Junior et al., 2007;
Souza et al., 2007). La mayoria de especies de esta
familia han sido usadas contra el reumatismo, resfriados
y enfermedades de la piel, incluyendo infecciones
(Agra et al., 2007). Se conocen 180 géneros y mas de
1.600 especies cuya quimica presenta compuestos tipo
terpenoides, lignanos, glicdsidos y alcaloides, mas
especificamente alcaloides tipo inddlico y bisindolicos
(Marquez 1999; Rocha et al., 2005) que han despertado
interés como anticancerigenos (vinblastina),
hipertensivos (yohimbina) y especificamente la especie
Peschiera australis presenta alcaloides indolicos con
actividad contra Leishmania amazonensis (Delorenzi
et al., 2001). Contra la misma especie de parasito se
estudid la apocinacea Tabernaemontana catharinensis
de la cual se trabajo con su extracto etanolico (Soares
et al., 2003); y recientemente, el extracto de alcaloides
de Aspidosperma ramiflorum mostrd efectividad contra
las formas promastigotes y amastigotes de Leishmania
braziliensis (Piloto et al., 2004).

Considerando a los miembros de la familia
Apocynaceae como elementos importantes enlamedicina
tradicional de varias comunidades de Latinoamérica, se
reconocen a aquellos como agentes potenciales para el
tratamiento de varias parasitemias. El objetivo de este
trabajo es determinar si la mezcla de alcaloides de la
especie Ervatamia coronaria (Jacq) Staff., conocida
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vulgarmente en Colombia como “lechoso”, “sanango”
y “buquecito”, tiene o no actividad leishmanicida para
las formas intracelulares (amastigotes) de Leishmania
braziliensis en condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de la mezcla de alcaloides

La muestra de Ervatamia coronaria se obtuvo de
un especimen adulto en el Jardin Botanico del Quindio,
Colombia en las coordenadas especificas N 4°30°35.5"
W 75°39°07.3" en noviembre de 2004. La determinacion
estuvo a cargo del Herbario Nacional Colombiano y el
ejemplar fue depositado con el nimero COL505069 del
mismo herbario.

Elmaterial se seco alasombra, y fue pulverizado enun
molino industrial obteniendo 364 g de peso seco. Se hizo
la extraccion con etanol destilado 95% por maceracion
durante ocho dias con agitacion diaria. Después de la
filtracion de este extracto se concentrd en el rotavapor
y se acidifico en 500 mL de acido acético 10% v/v. Esto
se mantuvo a 5 °C durante 15 horas para ser filtrada y el
producto se extrajo con diclorometano para obtener el
extracto acido, el cual presenté un pH de 2. La solucion
acida se basificé con NaOH al 40% hasta pH 10, a la que
se le realiz6 una re-extraccion con diclorometano. Tanto
el extracto basico como la solucion se volvieron a extraer
con diclorometano y fueron llevadas a minimo volumen.
Pruebas de Dragendorff se aplicaron al extracto acido,
solucidn basica y extracto basico obteniendo positivo,
negativo y fuertemente positivo, respectivamente. Con
lo cual se escogio el extracto basico para hacer los
ensayos bioldgicos. La cromatografia en capa delgada
CCD con fase estacionaria de silica gel y fase movil
diclorometano: metanol en proporcion 9:1 y acetato de
etilo en un volumen de 20 mL reveld sustancias de alta
polaridad en colores correspondientes a compuestos de
tipo alcaloide. La mezcla fue mantenida a -20 °C hasta
su uso en los ensayos celulares.

Mantenimiento de cultivos celulares y parasitos

La cepa de Leishmania braziliensis suministrada
por el Centro Internacional de Fisica, de la Universidad
Nacional se mantuvo en medio axénico NNN bifasico
modificado con Schneider’s y enriquecido con suero
fetal bovino SFB inactivado al 10% a 26 °C. Los
macr6fagos J774 se mantuvieron en medio RPMI 1640
con SFB al 5%.

Actividad anti-amastigote

Macréfagos J774 se sembraron en cajas con 24
pozos, en los cuales se coloco previamente una laminilla
estéril de 12 mm de didmetro Fischer brand microscope
cover glass como soporte para la formacion de la



Actividad in vitro de la mezcla de alcaloides de Ervatamia coronaria (Jacq) Staff. Apocynaceae sobre amastigotes de Leishmania braziliensis

monocapa. Los macrofagos adheridos fueron infectados
con promastigotes de L. braziliensis en relacion parasito/
macrofagode 6:1, conunaconcentracion de 10° parasitos/
mL. Las células infectadas se llevaron a incubacion a
37 °C durante 4 dias. La adicioén de concentraciones de
la mezcla de alcaloides se hizo una hora después de la
infeccion, y diariamente por 3 dias post-infeccion, sin
cambio de medio. Las concentraciones evaluadas fueron
1.0, 10.0,20.0, 25.0, 50.0, 100.0 pg/mL solubilizadas en
DMSO 1.5%. El control correspondid a los cultivos sin
adicion de la mezcla de alcaloides.

El dia 4, las laminillas fueron extraidas de
cada pozo y las células se fijaron con metanol puro y se
colorearon con Giemsa 10%. El nimero de amastigotes
fue determinado haciendo el conteo de al menos, 300
células en cultivos por triplicado. Los resultados
son expresados como el porcentaje de infeccion,
proporcion de infeccidon y porcentaje de supervivencia
en comparacion con los controles. El porcentaje de
infeccion, y su correspondiente proporcion fueron
obtenidos con el nimero de células infectadas/células
totales por campo observado. El indice de supervivencia
se calculdé multiplicando el porcentaje de macrofagos
infectados por el nimero de amastigotes por macréfago
infectado.

Prueba de viabilidad en macroéfagos

Macréfagos J774 se sembraron en caja de 24 pozos
en una concentracion de 8 x 104 células/pozo sin adicion
de alcaloides, y con las respectivas concentraciones las
cuales se afnadieron 24 horas después de la siembra.
Pasadas 48 horas se removi6 el medio de cultivo y se
hizo un lavado con solucion salina. Se adicionaron 50
puL de medio fresco y la misma cantidad de azul tripan
0.4% p/v y se llevd a incubacion durante 10 minutos
a 37 °C para realizar el conteo de células viables bajo
microscopio invertido. Se determind la dosis letal media
DL

50.

Analisis estadistico

La digitacion se hizo en bases de datos construidas
en Excel version 2003; la depuracion y el procesamiento
de la informacion en el programa StatGraphics Plus
version 2.0 y en el SPSS version 12.0. Se calculd la dosis
letal media LD, y la concentraciéon media inhibitoria
IC,, utilizando el programa Probit.

RESULTADOS

El rendimiento de la mezcla de alcaloides obtenida
a partir de la parte aérea de Ervatamia coronaria fue
de 0.6%. La monocapa de macrofagos J774 mostro que
bajo las concentraciones mayores de alcaloides (50 y
100 pg/mL) la morfologia de los macrofagos fue mas
pequeiia y redondeada, comparada con macrofagos con

un tratamiento de alcaloides a menor concentracion.
Por otro lado, en cuanto al tratamiento de adicion de
alcaloides una vez al dia durante 3 dias, se observd una
disminucioén notable de células, especialmente con la
mas alta concentracion: 100 pg/mL.

Comportamiento de la Infeccion en macréfagos J774.
Actividad antiamastigote

Las dos pruebas durante la infeccion, adicion
de alcaloides después de 1 hora de infeccion y 1 vez
al dia durante 3 dias, mostraron diferencias entre ellos
en cuanto a los indices de supervivencia del parasito e
infeccion.

En la adicion de la mezcla 1 hora post-infeccion
se obtuvo, a manera general, una relacion directa
inversa entre concentracion de alcaloides y porcentaje
de infeccion, las mayores concentraciones presentaron
los menores indices de infeccidon y viceversa, excepto
en la concentracion 2 (10 pg/mL) que present6 la mayor
proporcion de infeccion (Figura 1). Estadisticamente
existe una diferencia significativa entre el grupo control
y cada uno de los tratamientos, el primero con proporcion
de la infeccion de 0.30. K-W p<0.05 mostrd que entre
las mayores concentraciones y las menores hay una
diferencia en la actividad leishmanicida, al igual que
dentro de las concentraciones altas.

En cuanto a la infeccion resultante de la adicion de
alcaloides diariamente durante 3 dias, las proporciones
fueron similares en todas las concentraciones, excepto en
lade 25 pg/mL cuyo valor fue el menor, correspondiente
a 0.09. En este tratamiento, contradictoriamente, el
valor mas alto de infeccion correspondié a la mayor
concentracion de alcaloides. También existi0 en este
protocolo una diferencia estadisticamente significativa,
p< 0.05, de cada uno de los tratamientos con el
grupo control (Figura 1). Al hacer las comparaciones
entre grupos, no se registraron diferencias entre
las concentraciones 1, 2 y 3, por el contrario la
concentracion 4 presentd diferencias con el resto de
grupos. En el caso de las mayores concentraciones
(5 y 6) no hubo diferencias al ser comparadas con las
menores concentraciones (1 y 2).

Los indices de supervivencia son muy similares al
resultado de las proporciones de infeccion bajo ambos
protocolos temporales. Aunque el comportamiento de
la supervivencia (Figura 2) del parasito tratado 3 veces
con la mezcla de alcaloides si mostro ciertas diferencias,
comparado con la proporcion de la infeccion. En la
supervivencia del parasito no existieron diferencias
entre las concentraciones 3 y 6, ni tampoco 5 y 6,
contrariamente a lo que sucede en la proporciéon de
infeccion. Las concentraciones mas bajas presentaron
diferencias en la supervivencia de Leishmania, pero no
entre las mayores.

La diferencia entre ambos tratamientos es evidente,
de las cuales la adicion diaria por 3 dias muestra valores
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menores de supervivencia del parasito. Un 47.2% y
44.4% de supervivencia del amastigote se obtuvo a la
menor concentracion, 1ug/mL, a 1Thora y 72 horas post-
infeccion de adicionar los alcaloides; mientras que a la
mayor concentracion, 100 pg/mL, fue de 19.3 y 36%
respectivamente (Figura 3).

Ensayo de citotoxicidad en macréfagos J774

Se evidenci6 una relacion negativa dosis-
dependiente (Figura 4) sobre los macrofagos. Todos
los porcentajes de supervivencia son valores altos, aun
con altas concentraciones (50 y 100 pg/mL) para la
cual la viabilidad de los macrofagos sometidos a estos
tratamientos correspondid a 61 y 54%, respectivamente.
Al comparar estadisticamente los grupos (p<0.5) las
diferencias significativas se obtuvieron entre las 2
concentraciones menores.

DISCUSION

En este trabajo se describe por primera vez la
actividad leishmanicida de la mezcla de alcaloides de
Ervatamia coronaria sobre amastigotes del parasito L.
braziliensis.

Estudios similares han mostrado actividad
contra otras especies del parasito. Delorenzi et al.
(2001) demostraron que la coronaridina tiene actividad
antipromastigote significativa, del 97% en una
concentracion de 12 ug/mL contra L. amazonensis.
Extracto de Himatanthus sucuuba inhibio la
supervivencia en 45.5% a 10 pg/mL, mientras que a
100 pg/mL fue de 76% (Freire de Lima et al., 2000).
Comparando estos porcentajes con el presente estudio se
observa que la mezcla de Ervatamia coronaria presentd
mejor eficacia, con inhibicion de 67.6% a 10 pg/mL 1
hora post-infeccion y de 83% en el tratamiento durante
3 dias en la misma concentracion.

Las diferencias entre estudios han sido
frecuentes, atin sobre la misma especie de parasito y ain
no se conoce el fendbmeno que lo origine. Sin embargo,
se atribuye a que, probablemente, existe una sensibilidad
innata del parasito.

Aunque el mecanismo de accion leishmanicida
de este tipo de alcaloides indo6licos no se conoce ain
(Staerk et al., 2000) es claro que existe una asociacion
con la estructura quimica y en especial, con la longitud
del grupo de sustitucion. Es muy probable que la
estructura de otros tipos de alcaloides indolicos no
estudiados, como el caso de los presentes en Ervatamia
coronaria, influya de manera notable en la actividad
sobre los parasitos. En los tltimos afios han surgido
inferencias interesantes a partir de analisis de estructura
del alcaloides/actividad leishmanicida. Del Rayo et al.
(2002) han establecido que el estado de oxidacion y la
naturaleza de substitucion de los atomos del nitrogeno
son aspectos importantes para la actividad leishmanicida
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y determinan la bioactividad del alcaloide. La
cuaternizacion de uno o mas atomos de nitrogeno resulta
en la pérdida de actividad leishmanicida, la suma de un
grupo fendlico hidroxilo puede aumentar la actividad, al
igual que diferencias en la estequiometria. Staerk et al.
(2000) sugieren que la estructura relativamente planar
tetraciclica confiere la actividad antiparasitaria de estos
compuestos. Los alcaloides de la especie Ervatamia
coronaria son de tipo indolico y bisinddlico, los cuales
carecen de cuaternizacion en sus nitrogenos y presentan
la estructura relativamente planar.

Ademas de las diferencias en cuanto a eficacia de
un compuesto en particular, es interesante resaltar que
existen también diferencias al comparar evaluaciones
de un extracto o la mezcla y un compuesto aislado. En
general se observa una actividad leishmanicida mayor
en el extracto que en el compuesto particular. En el
trabajo de Delorenzi et al. (2001) se obtuvo para la
forma promastigota, una inhibicion de la supervivencia
del parasito de 97% con la adicién de 12.5 pg/mL de
coronaridina, mientras que la fraccion de cloroformo a
la misma concentracion inhibio el 65% del crecimiento.
Estas diferencias pueden ser explicadas gracias a que en
la fraccion de cloroformo existen otros compuestos, que
seguramente presentan un efecto sinérgico; mientras
que la coronaridina aunque logre controlar el parasito,
evidentemente no es el unico elemento en el extracto
que juega un papel en este proceso.

Los indices de infeccion y supervivencia aunque
no mostraron una tendencia lineal decreciente en
términos puntuales, en una vision general si se detecta la
relacion inversa dosis-dependiente entre concentracion
y comportamiento del parasito. Los casos en que se
rompe esta tendencia son los correspondientes a la
concentracion 2 (10 pg/mL) de la adicion de alcaloides
1 hora post-infeccion, y las concentraciones mas altas
(50 y 100 pg/mL) de adicion durante 3 dias.

En el caso de la concentracion 2, que mostro
una proporcion de infeccion de 0.24 frente a 0.16 de la
concentracion 1 -estadisticamente diferentes p <0.05- el
elevado valor de infeccion puede explicarse en la amplia
variabilidad que mostraron los datos tomados, como lo
muestra la Figura 1. De modo que valores extremos
aumentaron el indice de proporcion de la infeccion y asi
mismo el de supervivencia.

En cuanto a las altas proporciones de infeccion
que se mantuvieron en las mayores concentraciones
evaluadas durante 3 dias (50 y 100 pg/mL), pueden ser
explicadas con base a la poblacion celular que es esencial
en el calculo de los indices de porcentaje y proporcion
de la infeccion. Se sugiere que estas concentraciones
afectan directamente el macrofago y su ciclo de division
celular, por lo que se presentdé un nimero mas reducido
de células, de las cuales algunas estaban infectadas
por el parasito y asi los indices de infeccion se vieron
aumentados respecto a las demas concentraciones. En
el caso de este mismo tratamiento 1 hora post-infeccion
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Proporcion de la infeccion
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Figura 1. Figura de la proporcion de infeccion en el grupo con-
trol y en los tratamientos de adicion de mezcla de alcaloides
lhora post-infeccion y diariamente durante 3 dias.

Efecto de 1a mezcla de alcaloides sobre % supervivencia del
parasito L. braziliensis
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Figura 3. Porcentaje de supervivencia del parasito intracelular
en las 6 concentraciones evaluadas.

el nimero celular no se vio igualmente afectado puesto
que se adiciond el compuesto solo 1 vez, de manera que
las células no se encontraron igualmente afectadas en
comparacion a la adicion de la concentracidon, ademas
alta, durante 3 dias.

La IC,; obtenida mostro valores de 2.6 y 12.4
pg/mL para adicion del compuesto 1 hora post-infeccion
y por 3 dias, respectivamente. Muchos estudios muestran
valores menores, especialmente para alcaloides aislados
(Del Rayo et al., 2002; Staerk et al., 2000; Keawpradub
et al., 1999). Sin embargo, hay similitudes con trabajos
de Delorenzi et al. (2001) cuyo valor para el tratamiento
después de 1 hora de infeccion es el mismo contra L.
amazonensis,apartirdealcaloides de Peschiera australis,
también Apocynaceae. Para la evaluacion de la adicion
durante 3 dias, este autor obtuvo un valor menor (1.25).
También es necesario tener en cuenta que lo obtenido
en el presente estudio, presenta actividad antiparasitaria
mas eficaz que algunas drogas, como stiboglucanato y
allopurinol (5.6 y 8.8 pg/mL, respectivamente).

Se han reportado (Marchan et al., 2000)

Indice de supervivencia del parasito
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Figura 2. indice de supervivencia del parasito a los 2 tiempos
de adicion de alcaloides.

Viabilidad de macréfagos J774 bajo varias
concentraciones de mezcla de alcaloides de
Ervatamia coronaria
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Figura 4. Porcentaje de supervivencia de macrofagos J774
bajo 6 diferentes concentraciones.

cambios morfolégicos en los pardsitos, obteniendo
incremento en el volumen celular asociado con dafios
en el contenido celular y la destruccion de organelos,
asi como separacion de la membrana y el flagelo y
vacuolizaciéon progresiva, ain en la concentracion
mas baja, que corresponde a 4 pg/mL. De otro lado,
la berberina, alcaloide ampliamente estudiado, inhibe
la incorporacion de adenina, uracilo y timidina en
los 4cidos nucleicos, y de leucina en las proteinas de
los amastigotes de L. donovani. Lo anterior muestra
que los compuestos tipo alcaloide ejercen un efecto
inhibitorio sobre los parasitos asociados a profundos
cambios ultraestructurales, o bien sobre la biosintesis
de macromoléculas, fenémenos que probablemente
se produzcan también con la mezcla de alcaloides de
Ervatamia coronaria sobre L. braziliensis.

Los porcentajes de viabilidad sobre macréfagos
en las diferentes concentraciones muestran valores altos
hasta lo correspondiente a 25 pg/mL, cuyo valor es
de 73%. Freire de Lima et al. (2000), a concentracion
de 20 pg/mL de extracto de Himatanthus sucuuba no
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observaron efecto citotoxico, con un porcentaje de
supervivencia de 85%, mientras que en el presente
estudio bajo esa concentracion fue de 90%.

Soaresetal.(2003) evaluaronlacitotoxicidad del
extracto obtenido a partir de la especie Tubernaemontana
catharinensis, de la cual se cuantificaron mediante
cromatografia de gas los alcaloides coronaridina y
voacristina, demostrando que no presentaron efectos
toxicos en macrofagos murinos de raton. En estudios
realizados con varios alcaloides (Marshall et al., 1994),
se encontr6 que el mds citotoxico, berbamina, con IC,,
de 17.8 uM fue casi 2000 veces menos potente que la
droga control, glucantime.

Los cambios morfoldgicos vistos en los
macrofagos bajo las mas elevadas concentraciones
de alcaloides se relacionan con los datos obtenidos
en el ensayo de citotoxicidad. Delorenzi et al. (2001)
evaluaron la morfologia de macrofagos con la fraccion
de cloroformo de Peschiera australis, que contienen
alcaloides indolicos. Macrofagos sin infectar tratados con
20 pg/mL durante 24 horas no mostraron diferencias con
el grupo control. Las células presentaron niicleo definido,
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias
con sus membranas claramente definidas. Mientras
que aquellos tratados con la misma concentracion de
coronaridina, en la mitocondria se observo aumento de
tamafio, llena de un material amorfo, aunque comparada
con la mitocondria del parasito bajo el mismo tratamiento
se encontrd bien conservada.
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