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1. RESUMEN

La malaria o paludismo sigue siendo uno de los problemas mas graves de salud
publica a nivel mundial, que afecta a mas de 100 paises catalogados como zonas
endémicas. A pesar, que la malaria se puede prevenir y tratar, sigue teniendo efectos
devastadores en la salud y el modo de vida de las personas en todo el mundo,
especialmente los territorios que se encuentran en las zonas tropicales y subtropicales;

afectando en mayor manera los paises de Africa, Asia y Latinoamérica.

Adicionalmente han surgido problemas de origen biolégico como la resistencia del
parasito a los farmacos antimaldricos, que entorpecen los esfuerzos por controlar y
erradicar la enfermedad; sumado a esto aun no se tiene acceso a una vacuna eficaz
contra el parasito, por lo que es urgentemente necesario el descubrimiento de nuevos
farmacos. Las plantas constituyen una opcion importante en el tratamiento,
principalmente en regiones endémicas de la enfermedad, siendo ésta una alternativa
mas econdmica y accesible. La evaluacién de los extractos podria resultar en el
descubrimiento de nuevos compuestos constituyentes para el desarrollo de un farmaco
antimalarico. En este proyecto se evalué la actividad antimalarica in vitro y la
citotoxicidad de extractos de 14 plantas provenientes de la costa caribe colombiana
frente a la cepa Dd2 de P. falciparum y células mononucleares humanas
respectivamente. De acuerdo con los resultados podemos destacar 7 extractos como

activos para actividad antimalarica: B. simaruba (corteza), C. odoratissima (hojas), D.



inconstans (Fraccion de acetato de etilo), D. inconstans (Fraccion de
Diclorometano), G. ulmifolia (Extracto total), H. mancinella (semillas) y M. exoética
(hojas), presentando valores de IC50 < 10 pyg/ml. Los extractos evaluados no mostraron
efectos citotoxicos sobre las células mononucleares ni actividad hemolitica sobre los
eritrocitos humanos sanos. Los resultados obtenidos a partir del estudio preliminar de la
actividad antimalarica in vitro, sugieren que los extractos y fracciones ensayadas son
promisorios para futuros ensayos biodirigidos que permitan el aislamiento de

compuestos activos y comprobar su mecanismo de accién sobre el Plasmodium.

Palabras clave: actividad antimalérica, extractos de plantas, P.falciparum, malaria
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2. INTRODUCCION

La malaria o paludismo sigue siendo un problema prioritario de salud publica a nivel
mundial con altas tasas de mortalidad; afectando a més de 90 paises calificados como
zonas endémicas, especialmente regiones ubicadas en el cinturdn tropical y subtropical
como Africa, el sudeste asiatico y Latinoamérica (1-3). Segun cifras reportadas por la
OMS, en 2016 hubo 216 millones de casos de paludismo en 91 paises y con un reporte
de muertes de 445 000, siendo los menores de 5 afios y las mujeres embarazadas la
poblacion méas susceptible (2,4-6). La malaria es endémica en 21 paises de
Latinoamérica; la mayor carga de la enfermedad se concentra en regién del Amazonas
y sus zonas fronterizas con Brasil, Colombia, Perl y Venezuela; en las Américas el
30% de la poblacién se encuentra en riesgo, y de esta el mayor numero de casos
anuales los registra Brasil y Colombia con un reporte del 68% de los todos los casos en

la regién (3,4,7).

En Colombia, la malaria también constituye uno de los principales problemas de salud
publica. El territorio nacional presenta regiones de alta endemicidad principalmente de
origen rural, donde circulan las especies del parasito de mayor importancia clinica:
Plamodium falciparum, Plasmodium vivax, causantes de malaria grave o complicada
(3). En los paises afectados por estas dos especies, la morbilidad por P.vivax es mas
dificil de reducir debido a la etapa latente (hipnozoito) no detectable, lo que ocasiona

recaidas y ayuda a mantener la trasmision de la enfermedad (2,8).
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Estos eventos pueden estar asociados a factores de cambio climatico,
atribuidos al fenémeno del Nifio/Oscilacion Sur (ENOS) que afecta las condiciones del
clima regional y aumenta la incidencia de enfermedades tropicales; existen otros
factores como cambios del ecosistema, resistencia a los medicamentos antimalaricos,

migracion poblacional (conflictos econdmicos, politicos, sociales, etc.) (9-11).

Para el primer trimestre del presente afo el Sistema de Vigilancia en Salud Publica
(Sivigila) ha notificado 14.732 casos de malaria en el territorio nacional. Segun el
Instituto Nacional de Salud (INS), los focos de infeccién estan concentrados
principalmente en Choco, Narifio, Cérdoba, Antioquia, Guainia, Amazonas, Bolivar y
Vichada donde se registra el 87,9% de los casos. Durante el afio 2018 se ha
presentado predominio de infeccion por P. falciparum con el 50.2 % de la notificacion

del pais (12).

Actualmente, se estan presentando dos problemas de origen biolégico que pueden
afectar negativamente todos los avances obtenidos hasta ahora en la lucha contra la
malaria: la resistencia del vector hacia los insecticidas, reportada en mas de 60 paises
al menos a una clase, en algunos casos a todas las clases de insecticidas utilizados y
la acelerada resistencia o multiresistencia del parasito contra los farmacos
antimalaricos actualmente disponibles como la mefloquina, piperaquina y artemisina o

la combinacion de esta ultima con otros farmacos (1,7,13,14).
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El parasito posee varios mecanismos de evasion inmune que promueven
la patogénesis, como es la variacion antigénica que expresa en los diferentes estadios
del ciclo asexual desarrollado en el ser humano; lo que representa una limitante para la
adquisicion de inmunidad natural y asi mismo un obstaculo para el desarrollo de
vacunas completamente eficaces (15,16). Hasta la presente no se cuenta con una
vacuna registrada y eficaz que pueda ser aplicada en la poblacion como medida de
prevencion, para controlar o erradicar la malaria. Por lo tanto la quimioterapia sigue
siendo la principal medida para combatir la enfermedad y debido al aumento de la
farmacorresistencia se hace necesario el descubrimiento de nuevas opciones

terapéuticas (17).

Con el desarrollo de la proteémica y del genoma de Plasmodium, el conocimiento del
mecanismo de accion de ciertos farmacos y de las bases moleculares de la resistencia,
constituyen el punto de partida para la identificacibn de nuevos compuestos con
potencial actividad antimalarica. Las plantas son una alternativa importante en el
tratamiento de la enfermedad, principalmente en regiones endémicas. Varios
antimalaricos conocidos, han sido derivados de plantas, como la artemisinina,

piperazina, mefloquina, lumefantrina y naftoquina (5,17-20)

Segun OMS, alrededor del 80% de la poblacion mundial depende de medicinas a base

de plantas para sus necesidades béasicas de salud. Los compuestos derivados de

plantas pueden producir menos reacciones adversas que los sintéticos; puestos que se

13



absorben con mayor facilidad, sumado a esto son mas econémicos, lo que supone un

mayor acceso especialmente a las poblaciones mas vulnerables (5,21,22).

Las preparaciones e infusiones derivadas de extractos naturales son fundamentales en
la medicina tradicional, principalmente en areas rurales, donde frecuentemente es el
tipo de tratamiento de primera eleccion y mayor acceso. Sin embargo; a pesar de que
en Colombia existe una diversidad de flora excepcional estimada en 51 220 especies
de plantas vasculares, ain queda mucho por investigar en cuanto a obtencion de
compuestos fitoquimicos de uso terapéutico (17,23-25). Este tipo de compuestos
tienen ciertas ventajas sobre los obtenidos de forma sintética, ademas de ser mas
econémicos, no hay reporte de resistencia al extracto completo de la planta,
probablemente debido a la accién sinérgica de los compuestos constituyente. El
aislamiento y la administracion de un agente activo Unico facilitan en gran medida la

evolucion de la resistencia en parasitos y mosquitos (24,26,27).

Los compuestos derivados de productos naturales ofrecen un enfoque prometedor para
la terapia antimalarica y representan una reserva inagotable de moléculas, la mayoria
de los cuales son poco estudiados y que podrian constituirse como estructuras cabezas

de serie para la sintesis de antimalaricos con nuevas formas de accion.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1Etiologia

El paludismo, es una enfermedad infecciosa transmitida por la picadura de un mosquito
hembra del género Anopheles (vector) infectado con parasitos del género Plasmodium.
Los parésitos causantes de esta infeccion son esporozoarios, pertenecientes al filum
Apicoplexa, del orden Eucoccidia, familia Plasmodiidae. Existen mas 100 especies de
Plasmodium que pueden infectar diferentes animales como reptiles, aves y mamiferos.
Hasta el momento solo se describen cinco especies del patdgeno capaces de parasitar
al ser humano: P. falciparum, P. vivax, P. malarie, P. ovale y P. knowlesi; siendo esta

Gltima una zoonosis procedente de los monos (28-31).

La malaria también puede transmitirse por via hematdégena, en una transfusion
sanguinea, agujas contaminadas o suceder por transmision vertical, de una mujer
embarazada a su feto a través de la placenta (malaria placentaria o congénita). El
riesgo de transmision por via sanguinea es pequefio, pero puede producirse por
sangre completa, o alguno de los componentes hematicos o por trasplante de 6rganos

(32).

Como se menciond anteriormente esta parasitosis es endémica en 21 territoritos de

Latinoamérica, con circulacibn de las especies de mayor importancia clinica, P.

falciparum y P. vivax, causantes de las formas mas severas de la enfermedad, donde
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hay compromiso de 6rganos vitales como el cerebro, esta complicacion
es generalmente atribuida a la especie falciparum; sin embargo, hay reportes de casos
de malaria cerebral causadas por P. vivax en algunos paises asidticos y de

suramericanos (4,7,33).

3.2 Ciclo de vida del Plasmodium

Los plasmodios poseen un ciclo de vida extremadamente complejo y cada especie
tiene ciertas particularidades, sin embargo, es comun para todas ellas que el ciclo vital

se desarrolle en dos etapas, con dos huéspedes diferentes:

Ciclo Esporogonico: se produce luego que el mosquito hembra ingiere sangre de un
sujeto infectado que contenga los gametocitos: microgametocitos y macrogametocitos
(las formas sexualmente diferenciadas en macho y hembra respectivamente);
posteriormente maduran en el estbmago del mosquito dando lugar a microgametos y
macrogametos, para llevar a cabo el proceso de fecundacion entre si, originando un
huevo diploide o zigote . El zigote se transforma en una célula llamada oocinete, que
madura a la forma de ooquiste. Posteriormente al estallar los ooquites se liberan mas
de 1000 esporozoitos contenidos en estos, los cuales viajan a través de la hemolinfa
del insecto y se ubican en sus glandulas salivales este periodo de incubacion en el
mosquito puede tardar de 1-2 semanas, hasta completar el ciclo de transmision de la

enfermedad mediante la picadura a un sujeto sano (28,32,34,35).
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Ciclo Esquizogonico: es la etapa asexual, se inicia con la inoculacion de
una pequefia cantidad de esporozoitos (10-100 aproximadamente) al torrente
sanguineo del ser humano, por medio de la picadura del mosquito vector. Este primer
proceso de migracion a través de las barreras dérmicas y celulares hasta llegar a
circulacion linfatica o sanguinea tarda un par de horas y lo consiguen por medio de una
magquinaria molecular compleja que poseen en sus membranas internas y la presencia
de un conjunto especializado de organulos apicales como micronemas, roptrias y
granulos densos, favoreciendo asi la motilidad y la posterior invasion a las células del

huésped (32,35,36).

Los esporozoitos permanecen en un lapso de 30 minutos a 1 hora en promedio en el
torrente sanguineo, para luego invadir las células del parénquima hepatico; a esta
etapa se le conoce como pre-eritrocitica 0o hepética. Dentro de los hepatocitos, el
parasito cambia a su forma de esquizonte primario, el cual madura y deforma la célula
hepatica para liberar de 10.000-30.000 merozoitos tisulares que salen a circulacién
sanguinea; este proceso de maduracién puede tardar entre 5 a 15 dias (28,35). Sin
embargo, en las especies P. vivax y P. ovale, algunas formas de esquizonte pueden
dilatar la maduracion semanas o incluso afos, permaneciendo en el interior del
hepatocito sin replicarse, en un estado de latencia o inactividad, a este estadio de los
conoce como hipnozoitos; cuando estos se reactivan tardiamente y salen a circulacion
causan recaidas o llamadas recidivas de malaria, meses después de la infeccion inicial.

Los antimalaricos dirigidos hacia el estado hepatico son importantes como tratamiento
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profilactico y proporcionan lo que se conoce como una “cura radical”

para el P. vivax y P. ovale (35,37,38).

En la etapa eritrocitica, los merozoitos que han sido liberados a circulacion invaden los
gloébulos rojos, donde se convierten en trofozoitos (inicialmente con formas de anillos) y
toman las proteinas del glébulo rojo para su nutricion, maduran y se constituyen en
esquizontes que al romper el eritrocito libera merozoitos, infectando otros glébulos
rojos, iniciandose asi un nuevo ciclo de invasion, este ciclo asexual se repite cada 24 h
en P. knowlesi, 48 horas para las especies P. falciparum, P. vivax, P. ovale y a las 72
horas en P. malariae, en esta etapa el huésped cursa con sintomatologia clinica
caracteristica; periodos paroxisticos o no de fiebre, escalofrio, sudoracién profusa (de
acuerdo a los tiempos de invasion de cada especie), debido a la activacion del sistema
inmune liberacion de citoquinas y factor de necrosis tumoral, entre otros mecanismos
(28-30,32). Los antimaléricos dirigidos hacia esta etapa, son importantes para controlar

los sintomas de la enfermedad y la mortalidad asociada (38).

Tras varios ciclos de invasion, se inician la gametogénesis, es decir algunos merozoitos
se diferencian en gametocitos, que son las formas infectantes del mosquito
responsables de la trasmisién de la enfermedad a otros humanos sanos (34,37). Existe
una diferencia fundamental con la especie P.vivax; tiene la capacidad de originar
gametocitos a partir de los esquizontes hepaticos, por lo tanto los gametocitos circulan

en sangre mucho antes de la aparicion de los sintomas clinicos y por ende la
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implementacion de tratamiento antimalarico, permitiendo una temprana

transmision del parasito y una ventaja de supervivencia de esta la especie (32).

3.3 Manifestaciones clinicas

La sintomatologia clasica de la malaria son escalofrios, la fiebre alta y sudoracion
profusa que pueden 0 no tener presentacion paroxistica, seguido de malestar general,
debilidad, fatiga y dolores musculares, asi como nauseas, dolor abdominal, diarrea y
vomito. En la mayoria de los pacientes cursan consecuentemente con anemia
hemolitica y esplenomegalia, debido a la lisis de eritrocitos infectados y a medida que
el bazo actia para eliminar tanto glébulos rojos infectados como no infectados del

torrente sanguineo (28,35).

Los mecanismos de citoadherencia desarrollados por P.falciparum, son una estrategia
de evasién a la respuesta inmune del huésped, que permite multiplicarse y evitar su
eliminacion, cubriéndose con eritrocitos no infectados para evadir su reconcomiendo.
Asi mismo el parasito es capaz de inmunomodular ciertos mecanismos del sistema
inmune del huesped; disminuyendo el acceso de células migratorias del sistema y
citocinas a los sitios de secuestro de globulos rojos parasitados adheridos al endotelio
por medio de un bloqueo de la microcirculacion; lo que puede causar obstruccion
vascular en las redes capilares de los 6rganos afectado como lo son el pulmon,

cerebro, higado rifidn medula 6sea y placenta (39—-41). La afectacion multiorganica
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conduce a las mayores complicaciones de la enfermedad: malaria
cerebral con coma; insuficiencia renal, hipovolemia, anemia grave, acidosis,
hipoglucemia; edema pulmonar, entre otras afectaciones sistémicas, aumentando las

probabilidades de mortalidad (35,39,41).

A pesar que P.falciparum es la especie de mayor letalidad, éste compromiso intenso de
los diferentes 6rganos es mas frecuente de lo que se pensaba en casos de malaria
grave por P.vivax, principalmente con sintomas de trombocitopenia, edema pulmonar
agudo y rotura esplénica. Asi mismo P. malariae ocasiona generalmente cuadros
febriles leves, aungue la infeccion crénica o repetida se ha asociado a glomerulonefritis
por inmunocomplejos con sindrome nefrético (35,36,39). Para todas las especies es de
vital importancia el manejo adecuado y a tiempo, antes que puedan aparecer cualquier
complicacion, especialmente en nifios menores de 5 afios y mujeres en estado de

gestacion, que son las poblaciones mas susceptibles que desarrollarlas (2,4,5).

3.4 Farmacos y tratamiento antimaléarico

La quimioterapia antipalidica se centra fundamentalmente en la etapa del ciclo vital
gue provoca enfermedad o etapa de infeccion eritrocitaria, la mayoria de los
antimalarico son activos en esta etapa; sin embargo, algunos tienen accién en otras
etapas del ciclo de Plasmodium spp. Los esquemas de tratamiento también

dependeran de la especie infectante, ubicacion geografica donde se adquirio la
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enfermedad, gravedad de los sintomas patrones de resistencia, estado y
edad del paciente (gestante o pacientes pediatricos), comorbilidades y estado inmune

(35,36).

Desde el surgimiento de cepas de Plasmodium resistentes a cloroquina alrededor del
afio 1960 en el sureste de Asia y Suramérica y su posterior expansion hacia Africa, se
han desarrollado otros farmacos antimalaricos para combatir esta limitacion. Entre
estos se encuentran sulfadoxina-pirimetamina, mefloquina, amodiaquina y quinina. El
amplio uso de tales farmacos ha resultado similarmente en el surgimiento de cepas de

Plasmodium resistentes a estos (42,43).

En Colombia, se ha utilizado la sulfadoxina-pirimetamina, sola o en combinacion con
otros antimalaricos durante mas de dos décadas. Sin embargo, la farmacorresistencia
de las cepas emergentes condujo a un cambio, implementandose un esquema de
terapia combinada con artemisinina; siendo este el tratamiento mas efectivo en la
actualidad para esta enfermedad (43). La OMS recomienda administrar siempre los
derivados de artemisinina junto a otro antipalidico para mejorar las tasas de curacion
en la denominada terapia combinada de artemisinina (TCA). Desafortunadamente, ya
se ha reportado el surgimiento de cepas del parasito resistentes a artemisinina en el
Sureste de Asia, lo cual podria desviar los esfuerzos actuales para la
eliminacion/erradicacion de la enfermedad y nuevamente promover un incremento en
los casos y muertes por malaria (14,36). La aparicion de parasitos resistentes a los

medicamentos perjudica gravemente los esfuerzos de control y tiene que ser contenida
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0 evitarse con el uso de tratamientos alternativos (2). En la siguiente tabla se presentan

los farmacos antipaltdicos de uso frecuente y su actividad sobre el ciclo de vida del

parasito.

Tabla 1. FArmacos antimalaricos de uso frecuente y su actividad en las tres principales etapas del

ciclo vital del Plasmodium (36).

Etapa Eritrocitica Humana

Anillos

Artemisininas

Trofozoitos

Artemisininas
Quinolinas
Pironaridina
Antibioticos
Antifolatos
Atovacuona

Esquizontes

Cloroquina Quinina
Mefloquina
Halofantrina
Artemisinina
Atovacuona

Gametocitos

Primaquina
artemisininas

Etapa Hepatica Humana

Esquizontes Primaquina
Hepaticos Tafenoquina
Atovacuona
Hipnozoitos Primaquina
Tafenoquina
Esporozoitos Antifolatos
Primaquina
Cloroquina

Etapa en el Vector

Ooquistes

Atovacuona
Tafenoquina




los casos de malaria grave ademas del tratamiento antipaltdico intravenoso, es urgente
atender las complicaciones derivadas de la falla multiorganica y requiere cuidados
intensivos; tratamiento de la fiebre, mantenimiento de liquidos, electrélitos, monitoreo
de la hipoglucemia, antibidticos para infecciones bacterianas y hemodialisis o
hemofiltracidén, control de las convulsiones, soporte respiratorio, consideracién de
transfusiones en caso de anemias moderadas e implementacibn de la
exanguinotransfusion para reducir la biomasa parasitaria en caso de parasitemias

graves (39,41,44).

Algunos antibacterianos se comportan como antipalidicos de accién lenta y siempre
deben ser administradas como tratamiento complementario como las tetraciclinas, la
clindamicina y algunos macrdlidos. Para la quimioprofilaxis se recomienda doxiciclina,
principalmente en viajeros que se dirigen a zonas alta prevalencia de la especie
P.falciparum resistente a cloroquina, también se han obtenido buenos resultados con
la administracibn de primaquina como profilactico en regiones con presencia de

Plasmodium vivax y Plasmodium ovale (39,45).

3.5 Malaria y la Etnofarmacologia

Segun lo planteado en la Estrategia Técnica contra la Malaria 2016-2030, propuesta
por la OMS y la asamblea de las Naciones Unidas, incluye como meta dentro de los

Objetivos de Desarrollo Sostenible para el 2030 la eliminacion de las epidemias de
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malaria a nivel mundial. Una de las estrategias para el cumplimiento de este objetivo,
es fomentar actividades investigativas por parte de la comunidad cientifica,
particularmente en las zonas endémicas; en donde se promueva el avance de
innovaciones fructiferas en productos, como farmacos con los que se construyan
nuevas estrategias terapéuticas, a los que puedan tener acceso las poblaciones

mas afectadas por la malaria (2).

Los compuestos derivados de plantas han sido el eje central para el desarrollo del
tratamiento antimalarico, dos de estos compuestos surgieron de América del Sur. La
quinina, ingrediente activo en la corteza del arbol de Cinchona descubierto en Perq,
convirtiéndose en el primer compuesto revelado con actividad antipaltdica, de la cual
posteriormente se disefid la cloroquina, uno de los antipalidicos mas utilizados hasta
hace poco. Asi mismo el lapachol perteneciente a la clase quimica de las
naftoquinonas y usado en el siglo XIX para el tratamiento de la fiebre en Suramérica, se
aislo por primera vez de Tabebuia avellanedae (1882) posteriormente con optimizacion
quimica se derivo la atovacuona utilizado actualmente en la profilaxis y tratamiento

contra la malaria (24,46).

Estudios etnobotanicos realizados en diversos paises han ayudado a identificar una
variedad de plantas usadas en la medicina tradicional contra los sintomas asociados a
la malaria como las fiebres paltdicas. La region amazonica posee una gran diversidad

botanica, las investigaciones sobre la actividad antimalarica de las especies de plantas
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de esta la region, en paises como Brasil, Colombia, Bolivia, entre otros; han
demostrado el potencial de las practicas medicinales tradicionales locales como fuentes

de potentes extractos (5,17,18,47).

Colombia cuenta con el 10% de la poblacion mundial vegetal, posee mas de 50 000
especies de plantas, de las cuales en la region del Caribe se encuentran alrededor de 3
400; muchas son utilizadas por poblaciones de esta regidén en la medicina tradicional,
por sus propiedades curativas (25,48). Segun la revision realizada por Velasquez y cols
(2016) se hallaron estudios de actividad antimaldrica para 22 especies de plantas
disponibles en la region caribe colombiana en las bases de datos; donde se obtuvieron
7 especies con valores prometedores de actividad antimalérica frente a P.falciparum
(IC50 <10 pg/mL) Piper peltatum, Azadirachta indica, Annona squamosa, Pedilanthus
tithymaloides, Bidens pilosa, Momordica charantia y Ricinus communis (49). Por lo
gue el seguimiento y nuevas investigaciones en este campo con la biodisponibilidad de
las especies en nuestra region, conlleven a la obtencion de metabolitos secundarios y
posteriormente al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas para el control de la

malaria.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimalarica in vitro y la citotoxicidad de extractos de plantas
provenientes de la costa caribe colombiana frente a P. falciparum con el fin de ofrecer

nuevas alternativas farmacolégicas.

4.2 Objetivos especificos

1. Calcular la actividad antimalarica de los extractos crudos, mediante la

concentracion inhibitoria 50 (CI50) sobre cultivos de P. falciparum cepa Dd2.

2. Determinar el efecto citotéxico y hemolitico en células mononucleares vy

eritrocitos humanos respectivamente, expuestos a los extractos crudos.

3. Diferenciar los efectos morfolégicos de los extractos activos sobre los

diferentes estadios de la fase intraeritrocitaria del P.falciparum.
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5. METODOLOGIA

5.1 Disefio de investigacion

El presente proyecto se plantea como un tipo de investigacion de desarrollo
experimental con enfoque cuantitativo, de corte transversal; debido a que se pretende
generar nuevo conocimiento acerca del descubrimiento de moléculas y dianas
terapéuticas a partir de fuentes naturales con el fin de encontrar alternativas en el

tratamiento de la malaria.

5.2 Obtencion de extractos a partir de plantas bioactivas de la region
Caribe colombiana: Seleccion y Adquisicién de las Plantas.

Las plantas se seleccionaron teniendo en cuenta los siguientes criterios: a) Las plantas
debian estar disponibles para su coleccion en la regién Caribe colombiana, la coleccién
se hizo en los municipios de Turbaco, Arjona, Santa Rosa, Villanueva, Bayunca y
Galerazamba (Bolivar), Sabanalarga y Luruaco (Atlantico) y San Bernardo del Viento
(Cérdoba); b) Algunas plantas hacen parte del listado de aquellas que han sido
previamente evaluadas y resultado activas en los diferentes bioensayos realizados en
los grupos de investigacion LIFFUC y Evaluacion Biolégica de la Universidad de
Cartagena, c) Estas plantas no han sido estudiadas previamente para actividad
antimalarica o de acuerdo con la revision bibliografica realizada en las diferentes bases

de datos disponibles, tanto libre en la web, como las adquiridas a través de

suscripciones de la Universidad de Cartagena (Medline, ACS, ScienceDirect, Hinari,

Pubmed, Ovidsp, Scirus, Scopus) (36-39). Fueron seleccionadas para el tamizaje las

27



siguientes especies vegetales:

Bursera graveolens, Bursera simaruba,

Capparis odoratissima, Cardiospermum grandiflorum, Chenopodium ambrosioides,

Coccoloba uvifera, Diospyros inconstans, Guazuma ulmifolia,

Hippomane

mancinella, Hyptis Capitata, Muntingia calabura,

Gustavia superba,

Murraya exotica,

Guaiacum officinale. Las caracteristicas de los extractos se presentan a continuacion

en la tabla 2 (49-52). Los 24 extractos seleccionados fueron suministrados por el grupo

de investigacion Laboratorio de Investigaciones Fitoquimicas y Farmacoldgicas LIFFUC

de la Universidad de Cartagena.

Tabla 2. Descripcion de los extractos de plantas provenientes de la costa caribe colombiana seleccionados

para el estudio de actividad antimalarica.

Cddigo Nombre cientifico Familia Nombre comun Caracteristicas del

extracto

Ext 01 Bursera graveolens Burseraceae Carafia Extracto de corteza
(etandlico)

Ext 02 Bursera simaruba Burseraceae Almacigo Extracto de corteza
(etandlico)

Ext 03 Bursera simaruba Burseraceae Almacigo Extracto total (etandlico)

Ext 04 Capparis odoratissima Capparidaceae Olivo Extracto de hojas (etandlico)

Ext 05 Capparis odoratissima Capparidaceae Olivo Extracto total (etandlico)

Ext 06 Cardiospermum grandiflorum Sapindaceae Topo-topo Extracto hojas (etandlico)

Ext 07 Chenopodium ambrosioides Chenopodiaceae Paico, hierba santa Extracto de hojas
(metandlico)

Ext 09 Coccoloba uvifera Polygonaceae Uvita de playa Extracto total (etandlico)

Ext 10 Diospyros inconstans Ebenaceae Caimitillo Extracto total (etandlico)

Ext 11 Diospyros inconstans Ebenaceae Caimitillo Extracto corteza (etandlico)

Ext 12 Diospyros inconstans Ebenaceae Caimitillo Fraccion acetato de etilo

Ext 13 Diospyros inconstans Ebenaceae Caimitillo Fraccién Diclorometano

Ext 14 Guazuma ulmifolia Malvaceae Guéacimo Extracto total (etandlico)

Ext 15 Guazuma ulmifolia Malvaceae Guéacimo Extracto total (etandlico)

Ext 16 Gustavia superba Lecythidaceae Membrillo Extracto de hojas (etandlico)

Ext 17 Hippomane mancinella Euphorbiaceae Manzanillo Extracto de semilla
(etandlico)

Ext 18 Hippomane mancinella Euphorbiaceae Manzanillo Extracto de hojas (etandlico)

Ext 19 Hippomane mancinella Euphorbiaceae Manzanillo Fraccion acetato de etilo

Ext 20 Hyptis Capitata Lamiaceae Botdén negro Extracto epicarpio de semilla
(etandlico)

Ext 21 Hyptis Capitata Lamiaceae Botén negro Extracto hojas (etandlico)

Ext 22 Muntingia calabura Muntingiaceae Niguito Extracto de hojas (etandlico)

Ext 23 Murraya exética Rutaceae Azahar de la india Extracto de hojas (etandlico)

Ext 24 Guaiacum officinale Zygophyllaceae Guayacan Extracto de hojas (etandlico)
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5.3 Cultivo de P. falciparum
Para este estudio se utilizé la cepa Dd2 de P. falciparum resistente a cloroquina. La

cepa fue mantenida in vitro siguiendo el protocolo de Radfar y col (2009) (53). El
porcentaje de parasitemia fue determinadoa por el recuento microscopico de un frotis
delgado de sangre previamente tefiido con Giemsa, utilizando el software "Plasmoscore

1.3" (41).

Los eritrocitos para los cultivos fueron donados por voluntarios sanos adultos (mayores
de 18 afios), los cuales suministraron su consentimiento informado de acuerdo la
Resolucion 008430 de 1993 y la Resolucion 2378 de 2008.
Los criterios de exclusion tenidos en cuenta para los donantes fueron:

e Hemoglobinopatias y eritroenzimopatias

e Consumo de medicamentos o drogas

e Antecedentes de malaria

5.4 Determinacion de la actividad antimalarica in vitro de los extractos
crudos provenientes de la Costa Caribe colombiana:

Los extractos de plantas fueron disueltos en DMSO Yy la cloroquina (control positivo) en
agua destilada estéril para luego ambos ser diluidos con el mismo medio de cultivo
obteniéndose las concentraciones requeridas (0.01; 0.1; 1; 10 y 100 pg/ml). Los cultivos

fueron sincronizados en el estadio de anillos con una parasitemia y un hematocrito del
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1y 2% respectivamente; estos se dispensaron en un volumen de 100 pl en placas de
96 pozos por triplicado, luego se adicionaron 100 pl de los extractos, y finalmente se
incubaron a 37°C durante 48 horas. Pasado este tiempo de incubacién, se centrifugé y
eliminé completamente la fase superior del cultivo, para realizar un frotis del sedimento
con tincion de Wright. Estas placas se observaron en el microscopio bajo lente de
inmersién 100x, contando glébulos rojos no infectados (GRN) y gloébulos rojos
infectados (GRI) utilizando el software "Plasmoscore 1.3. Para obtener el porcentaje

(%) de Inhibicién se utilizo la siguiente formula:

GRN—-GRI
GRN

x 100

% inhibicion =
El célculo para hallar la Concentracidon Inhibitoria del 50 % en la maduracion de los

esquizontes (CI50), se realizé por medio de un calculador para IC50 disponible a través

de AAT Bioquest, Inc. https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator/, considerandose

como activos aquellos que presenten una CI50 menor a 10 pg/ml.

5.5 Ensayo de citotoxicidad

La actividad citotoxica de los extractos activos se evalué por el método de exclusion
con el colorante azul de tripano sobre células mononucleares humanas, se utilizo el
método de extraccion por gradiente de densidad, para el aislamiento de estas células
(54). Luego de obtener las células, se sembraron por triplicado suspendidas en un
volumen de 100 pl, sobre platos de 96 pozos de fondo plano (Becton Dickinson) y se

expusieron a los 7 extractos (1, 10 y 100 ug/ml). Inmediatamente se incubaron por 48,
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horas a 37°C, en atmdsfera humeda con 5% CO2. Al finalizar los periodos de
incubacion, se agregaron 100 ul del colorante azul de tripano al 0,4 % a 100 pl de
suspension celular. Luego, se contaron las células viables para cada réplica de cada
concentracion y de los controles, estas fueron observadas en objetivo de 40X. Los
ensayos de viabilidad celular se replicaron, al menos dos veces. El porcentaje de

viabilidad se evalu6 con la siguiente formula:

% Viabilidad = (# de células tefiidas/Total de células contadas) x 100

La viabilidad inicial de las células mononucleares fue controlada mediante el método de

exclusién con azul de tripano, y estuvo entre 96% y 98% (55,56).

5.6 Determinacion del porcentaje de hemolisis

El posible efecto hemolitico en los eritrocitos incubados con los extractos se determiné
directamente sobre la base de la medicion de la absorbancia de la hemoglobina
liberada. Para el ensayo se utilizaron eritrocitos no infectados (previamente lavados) y
resuspendidos en medio de cultivo RPMI en las mismas condiciones del cultivo con

P.falciparum y con un hematocrito de 2%.

Se evaluaron los extractos que presentaron una CI50< 10 ug/ml a concentraciones de
1, 10 y 100 pg/ml. Se afadieron 100 ml de suspension de eritrocitos y 100 ul de cada

concentracion de los extractos, para un volumen final de 200 ul por cada pocillo. El
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ensayo se realizé en microplacas de 96 pocillos estériles fondo redondo y se incubaron
durante 48 horas a 37 °C. Paralelamente, se incluyeron dos muestras control en el
ensayo: 1) 200 ul de eritrocitos al 2% resuspendidos en medio de cultivo y en ausencia
de farmacos, y 2) 200 ul de eritrocitos al 2% resuspendidos en agua destilada para

inducir la lisis completa de las células (control hemolizado).

A partir de la solucion control (100% hemolisis) se realizaron diluciones y se prepararon

patrones de 75, 50, 25 y 10% de hemolisis y se leyeron las absorbancias en el

microplate reader Infinite M200, a una absorbancia de 540 nm.

El porcentaje de hemdlisis de las muestras se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

Aby

%H = " X100%

100%

en donde %H es el porcentaje de hemdlisis de los eritrocitos; Ab M, la absorbancia de
la hemoglobina liberada de las muestras de eritrocitos incubados con los compuestos
problemas, y Ab 100%H, es la absorbancia de la hemoglobina liberada de los

eritrocitos después de la hemolisis completa con agua (100%).
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6. RESULTADOS

6.1Actividad antimalarica in vitro de los extractos provenientes de la
Costa Caribe colombiana

Los resultados de la actividad antimalarica in vitro se pueden apreciar en la Tabla 3. Se
consideraron como activos los extractos que exhiben valores IC50 < 10 pug/ml; aquellos
gue mostraron valores de CI50 en el rango de 10 a < 25 ug/ml se consideraron
moderadamente activos y los extractos que resultaron con valores IC50 > 25 ug / ml se

consideraron inactivos.

Tabla 3. Actividad antimalarica de los extractos seleccionados provenientes de la Costa Caribe colombianay
ensayados frente a la cepa Dd2 de P.falciparum resistente a cloroquina. Se evaluaron 14 plantas para un
total de 23 extractos disueltos en diferentes solventes organicos.

Cédigo Nombre cientifico *CI50 ug/ml Actividad Antimaléarica
Ext 01 B. graveolens 26,9 Inactivo
Ext 02 B. simaruba 1,2 Activo
Ext 03 B. simaruba 17,9 Moderadamente activo
Ext 04 C. odoratissima 8,8 Activo
Ext 05 C. odoratissima >100 Inactivo
Ext 06 C. grandiflorum >100 Inactivo
Ext 07 C.ambrosioides >100 Inactivo
Ext 09 C. uvifera 29,6 Inactivo
Ext 10 D. inconstans 19,4 Moderadamente activo
Ext 11 D. inconstans 19,6 Moderadamente activo
Ext 12 D. inconstans 1,7 Activo
Ext 13 D. inconstans 1,3 Activo
Ext 14 G. ulmifolia 3 Activo
Ext 15 G. ulmifolia >100 Inactivo
Ext 16 G. superba 19,9 Moderadamente activo
Ext 17 H. mancinella 4.4 Activo
Ext 18 H. mancinella 16,7 Moderadamente activo
Ext 19 H. mancinella 16,6 Moderadamente activo
Ext 20 H. Capitata 13,7 Moderadamente activo
Ext 21 H. Capitata 14,1 Moderadamente activo
Ext 22 M. calabura 12,1 Moderadamente activo
Ext 23 M. exética 3,1 Activo
Ext 24 G. officinale 15,7 Moderadamente activo

*Extractos activos IC50 < 10 ug/ml
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De acuerdo con estos resultados podemos destacar 7 extractos como activos para
actividad antimalarica (figura 1): Ext 02 B. simaruba (corteza), Ext 04 C. odoratissima
(hojas), Ext 12 D. inconstans (Fraccion de acetato de etilo), Ext 13 D. inconstans
(Fraccién de Diclorometano), Ext 14 G. ulmifolia (Extracto total), Ext 17 H. mancinella
(semillas) y Ext 23 M. exdtica (hojas), IC-50 CLOROQUINA= 0.16 pM. En la figura 1 se

pueden observar las graficas de la curva dosis-respuesta de los extractos que

resultaron activos.

(A) Ext 02 B. simaruba (B) Ext 04 C. odoratissima
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Figura 1. Curva dosis-respuesta de los extractos activos provenientes de la Costa Caribe colombiana. Se
muestra el porcentaje de inhibicién de los extractos estudiados que se consideraron activos (Clso <10 pg/ml) a
concentraciones de 0.01; 0.1; 1; 10 y 100 pg/ml, frente a los cultivos de P. falcuparum cepa Dd2 resistente a
cloroquina.

*: Extracto Diospyros inconstans fraccion acetato de etilo.

*. Extracto Diospyros inconstans fraccion Diclorometano.
Para los extractos A, B, E, F y G se utilizd etanol como solvente.
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6.2 Efecto citotoxico de los extractos activos provenientes de la Costa
Caribe colombiana sobre células mononucleares humanas

Por medio del ensayo de exclusion con azul de tripano, los porcentajes de
supervivencia obtenidos al evaluar cada uno de los siete extractos activos sobre las
células mononucleares humanas posterior a una exposicion de 48 horas fueron muy
similares, con porcentajes superiores al 80%; que oscilaron entre 85,61% y 97,74% a
las concentraciones seleccionadas (100,10 y 1 ug/ml), comparados con el control de
viabilidad celular en 96,98%; evidenciando que a las concentraciones utilizadas no se
observé un efecto citotoxico sobre las células como se puede observar en la Figura 2.

100
95
90

85

80

% de Supervivencia

75

70
Ext 02 Ext 04 Ext 12 Ext 13 Ext 14 Ext 17 Ext23 Control

0100 pg/ml mE10 pg/ml O1 pg/ml

Figura 2. Citotoxicidad de los 7 extractos activos provenientes de la Costa Caribe colombiana: Ext 02 B.
simaruba (corteza), Ext 04 C. odoratissima (hojas), Ext 12 D. inconstans (Fraccidon de acetato de etilo), Ext 13 D.
inconstans (Fraccion de Diclorometano), Ext 14 G. ulmifolia (Extracto total), Ext 17 H. mancinella (semillas) y Ext 23
M. exética (hojas) sobre células mononucleares humanas tras 48 horas de exposicion comparados con un control sin
tratamiento. Los resultados son presentados como la media mas o menos la desviacion estandar de dos
experimentos independientes realizados por triplicados. El porcentaje de Supervivencia en las muestras incubadas
con los extractos no mostré diferencias estadisticamente significativas (p>0.05), cuando fue comparado con el
control sin tratamiento
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6.3 Efecto hemolitico de los extractos activos provenientes de la Costa
Caribe colombiana

Para evaluar el efecto de los extractos activos sobre la integridad estructural de los
eritrocitos se determind la concentraciéon de hemoglobina, en una muestra de glébulos
rojos expuesta a los extractos activos: 02 B. simaruba, 04 C. odoratissima, 12 D.
inconstans (Fraccion actetato de etilo), 13 D. inconstans (Fraccion Diclometano), 14 G.
ulmifolia, 17 H. mancinella, 23 M. exotica; a concentraciones de 0.01; 0.1; 1; 10 y 100
Mg/ml después de ser incubados 48 horas a 37°C. La absorbancia del sobrenadante de
cada muestra fue leida 540 nm. En los resultados arrojados en este estudio no
presentaron actividad hemolitica sobre los eritrocitos sanos ninguno de los extractos
ensayados en comparacion con el control sin extractos, como se puede observar en la
tabla 4, lo que sugiere baja toxicidad de los extractos sobre estos componentes

sanguineos.
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Tabla 4: Porcentaje de hemolisis en eritrocitos tratados con los extractos activos provenientes de la Costa
Caribe colombiana en un rango de concentracion de 1,0 -100 ug/ml. Cada dato representa la media +
Desviacién estandar de dos experimentos independientes por triplicados frente a un control positivo (100% de
hemolisis) y un control sin tratamiento. El porcentaje de hemolisis generado por los extractos en comparacion con el
control sin tratamiento no mostré diferencias estadisticamente significativa (p>0.05).

% DE HEMOLISIS

Extractos Concentracion Tiempo de exposicion
(ug/ml) 24 horas
Ext 02 1 6,5+0,25
Bursera simaruba 10 6,0+0,22
100 7,9+1,93
Ext 04 1 5,840,34
Capparis odoratissima 10 5,8+0,34
100 6,7+0,23
Ext 12 1 5,7+0,37
Diospyros inconstans 10 6,5+0,84
Fraccion Acetato de etilo 100 6,2+0,36
Ext 13 1 6,0+0,56
Diospyros inconstans 10 6,6+1,05
Fraccién Diclorometano 100 5,9+0,52
Ext 14 1 5,5+0,19
Guazuma ulmifolia 10 5,7+0,38
100 5,7+0,25
Ext 17 1 6,2+0,83
Hippomane mancinella 10 6,7+1,51
100 6,5+0,55
Ext 23 1 5,7+0,29
Murraya exotica 10 6,0+0,27
100 5,7+0,42
Control sin tratamiento - 5,7+0,23
Control positivo - 100
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Asi mismo se realizd una observacion microscépica en objetivo de 100X,
mediante un frotis de los sedimentos previamente tefiido con eosina-azul de metileno
segun Wright (Merck), para evidenciar ausencia de efectos significativos sobre la

destruccion o morfologia de los eritrocitos como se observa en la figura 3.

ool o6 0

Figura 3. Efectos de los extractos activos provenientes de la Costa Caribe colombiana sobre eritrocitos
humanos. Observacion con microscopia 6ptica a 100X del sedimento posterior al ensayo de hemolisis tras una
incubacién de 48 horas con los siete extractos activos a una concentracién de 100 ug/ml; donde no se evidencian
dafios en la integridad estructural del eritrocito, comparados con el control sin extracto.



6.4 Accion de los extractos activos provenientes de la Costa Caribe
colombiana sobre los estadios intraeritrocitarios del P.
falciparum

La evaluacion de los efectos sobre la morfologia de estadios intraeritrocitarios del
parasito, se llevo a cabo mediante visualizacion microscopica de frotis del sedimento de
los microcultivos expuestos a las concentraciones seleccionadas 100 10 y 1 ug/ml de
los extractos activos tefiidos con coloracion de Wright y observados en objetivo de
inmersién 100X. En el andlisis de los diferentes estadios del ciclo de los parésitos
presentes en los frotis, encontramos variaciones en la proporcion de estos en
comparacién con el control no tratado (Figura 4); se evidencio la presencia de formas
picnoticas, que consisten en la retraccion del ndcleo con condensacion de la cromatina
del paréasito en forma de una masa sélida, signo morfolégico de muerte celular y cuyo
estadio no pudo ser establecido; las cuales se observan en las tres concentraciones

estudiadas de los siete extractos activos (Figura 4).

Asi mismo se observan otras modificaciones es la estructura de los estadios
parasitarios que se refieren a alteraciones de la forma normal de los anillos,
observandose laxos o dismorficos, retraso en la maduracion de trofozoitos y presencia
de formas con aumento de tamafio de la vacuola parasitéfaga (figura 5). Estas
alteraciones morfolégicas se aprecian con mayor frecuencia a concentraciones de 10y
1 pg/ml (figura 4), de acuerdo con esto, podemos sugerir un efecto parasitostatico de

los extractos activos sobre el ciclo del parasito.

40



% De Formas Parasitarias

Por otra parte, podemos observar que existe una disminucién en el
porcentaje de anillos a mayor concentracion de extractos, sugiriendo entonces una
accion inhibitoria de estos extractos sobre el ciclo invasivo del parasito, de igual forma
se evidencia en todos los extractos un bajo porcentaje de esquizontes a las tres
concentraciones ensayadas (Figura 4). Por lo tanto, estos extractos activos cuando se
prueban a una concentracion cercana a su CI50 muestran importantes cambios

morfoldgicos sobre el ciclo del parasito.
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Figura 4. Estadios parasitarios intraeritrocitarios a diferentes concentraciones de los extractos activos
provenientes de la Costa Caribe Colombiana. Representacion del porcentaje de estadios parasitarios y
alteraciones morfoldgicas observadas (anillos, trofozoitos, esquizontes, formas picnoéticas) frente a diferentes
concentraciones de los extractos activos evaluados. Todas los % de parasitemias disminuyeron a medida que
aumentaba la concentracion de los farmacos. Los datos fueron obtenidos por analisis microscépico de extensiones
del sedimento de los microcultivos expuestos tefiidos con eosina-azul de metileno segun Wright y se compararon
con los controles sin farmaco. La fraccién de cada grupo fue calculada contando la proporcién de células infectadas
por estadios especificos en un total de 1000 eritrocitos utilizando el software Plasmoscore 1.3.
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(D) Ext 13 D. inconstans®

(C) Ext 12 D. inconstans*
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(F) Ext 17 H. mancinella
45

(E) Ext 14 G. ulmifolia



(G) Ext 23 M. exética

Figura 5. Efecto de los extractos activos provenientes de la Costa Caribe Colombiana sobre el desarrollo del
parasito. Cultivos de P. falciparum cepa Dd2 resistente a cloroquina incubados durante 48 horas comparados con el
control no tratado. Los extractos activos (A) Ext 02 B. simaruba (corteza), (B) Ext 04 C. odoratissima (hojas), (C) Ext
12 D. inconstans (Fraccion de acetato de etilo), (D)Ext 13 D. inconstans (Fraccion de Diclorometano), (E) Ext 14 G.
ulmifolia (Extracto total), (F) Ext 17 H. mancinella (semillas) y (G)Ext 23 M. exotica (hojas) en un rango de
concentracion de 1,0 -100 ug/ml se logran observar los siguientes cambio morfoldgicos: formas picnéticas (P) en las
cuales no se puede establecer su estadio, alteraciones de la forma normal de anillos (X), formas con retraso en la
maduracién de trofozoitos (Y) y aumento del tamafio de la vacuola parasitéfaga (2).
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7. DISCUSION

La acelerada resistencia o multiresistencia del parasito contra los farmacos
antimaléricos disponibles se ha convertido en una de las mayores dificultades para el
control y erradicacion de la malaria. Por lo que el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas que cumplan con los requisitos de rapida eficacia, toxicidad minima y bajo
costo, es imprescindible y de suma necesidad a nivel mundial para contrarrestar la

enfermedad (38).

En contraste, a pesar de que las plantas han sido descrito durante siglos como fuentes
medicinales o bases para el desarrollo de productos farmacéuticos y la OMS reporta
que cerca un 80% de la poblacion mundial, depende del uso de plantas medicinales
para resolver sus principales problemas de salud; solo el 15% de ellas se han
analizado fitoquimicamente, para la validaciébn cientificamente sus propiedades

farmacolégicas (25,57).

Los tamizajes primarios para la evaluacion de actividad antimalarica de especies
vegetales generan informacion basica que permite seleccionar potenciales extractos y
profundizar sobre su composicion de metabolitos secundarios y actividad biologica

sobre el parasito.

La seleccion de los extractos del presente trabajo de investigacion esta basada en el

estudio previo de Velasquez y col (2016), en donde descartamos todas las especies
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encontradas con reporte de actividad antimalarica in vitro. Las especies seleccionadas
son representativas de la region caribe colombiana y son utilizadas en la medicina
tradicional de la regién, las cuales han sido parte de un estudio quimico de
identificacion de los metabolitos secundarios y no han sido reportadas hasta la fecha

con actividad antimalarica (48,49).

En este estudio se encontraron siete extractos y fracciones vegetales que presentan
actividad prometedora para inhibir el desarrollo de Plasmodium falciparum en cultivos
‘in vitro”. Estas especies vegetales no registran estudios previos frente actividad
antimalérica e incluso no se encuentran aun registradas en el vademécum colombiano

de plantas medicinales (58).

Las seis especies activas corresponden a B. simaruba (corteza), C. odoratissima
(hojas), D. inconstans fraccion de acetato de etilo y la fraccion de diclorometano, G.
ulmifolia (Extracto total), H. mancinella (semillas) y M. exética (hojas) que presentaron
valores de IC50 < 10 pg/ml. Se destacan el extracto de B. simaruba y las fracciones de
acetato de etilo y diclorometano pertenecientes a la especie D. inconstans con los

menores valores IC50 de 1,18; 1, 69 y 1,33 ug/ml respectivamente.

En el tamizaje fitoquimico realizado en investigaciones previas a estas especies, se

han identificado diversos metabolitos secundarios (Tabla 5). También se han reportado
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diversos usos tradicionales o etnobotanicos y su validacién cientifica a través de

ensayos in vitro o in vivo (Tabla 6).

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico de las especies vegetales activas frente a cultivos de P. falciparum cepa Dd2.
(48,59-61) Alc: alcaloides, Cum: cumarinas, Tan: taninos, Gc: glicésidos cardioténicos, Fla: flavonoides, Sap:
saponinas, Tri/est: triterpenos/esteroides, Qui: quinonas.

Metabolitos Secundarios

Especie vegetal Alc Cum Tan GC Flav Sap Tri/Est Qui
B. simaruba + - - - + + + ¥
C. odoratissima + + - - - - + -
D. inconstans + + + - - + + -
H. mancinella + + + + + - - -
G. ulmifolia - + + - + - + .
M. exdética + + - - + + + i}

+: Presente, - : Ausente.

Tabla 6. Usos tradicionales y estudios cientificos que demuestran las propiedades medicinales de las
especies vegetales, ensayadas para la actividad antimalarica contra Plasmodium falciparum cepa Dd2
resistente a cloroquina.

Especie vegetal Usos tradicionales Ensayos Biolégicos

B. simaruba Fiebre, enfermedades gastrointestinales, Actividad antiviral sobre Herpes
erupciones cutaneas, antinflamatorio, asma, simple tipo 1y 2 (62)
diarrea, infecciones urinarias (59) antimicrobiana(63),

antioxidante(64) y
antihipertensiva (65)

C. odoratissima Curacioén de condiciones dermatolégicas(48)
D. inconstans Curacién de condiciones dermatolégicas(48)
H. mancinella Esta catalogada como toxica, provoca

estomatitis lesiones labiales, edemas
faringeos, dermatitis, lesiones oculares

(66,67).
G. ulmifolia malaria, sifilis, gastritis, inflamacién, fiebre Potencial actividad
(25,59) Leishmanicida (68),

antimicrobiano y
anticancerigeno (69)

M. exotica Dolor de muela, inflamacion (70) Actividad antioxidante (71),
Actividad prometedora contra la
metastasis del cancer (72) y
antiinflamatoria (73)
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El comportamiento en general de los siete extractos activos con respecto al efecto
sobre los estadios intraeritrocitarios del P. falciparum fue muy similar, con presencia de
formas picnéticas en las tres concentraciones ensayadas (100, 10 y 1ug/ml), debido a
la poca proporcion de formas de anillos y esquizonte en el periodo de incubacion; lo
que indica que el parasito no es capaz de completar el ciclo de esquizontes afectando
la etapa invasiva de nuevos eritrocitos y las modificaciones en la estructura de las
formas parasitarias, como retraso en la maduracion de trofozoitos y estadios con
aumento de tamafio de la vacuola parasitofora, estas alteraciones ya han sido descritas

y estan asociadas a compuestos con potente actividad antimalarica (74).

Como se expuso previamente, los siete extractos activos tuvieron un comportamiento
similar referente a las alteraciones sobre los estadios del parasito, sugiriendo que
podrian compartir mecanismos de accién analogos, posiblemente por la presencia en
comun de triterpernos/esteroides. Estas hipétesis se apoyan en investigaciones
previas, donde se aislan diez compuestos triterpenoides con actividad antimalarica
(IC50 de 6 a 7 uM) y probados sobre P. berghei en modelos murinos (75). En otros
estudios, se obtuvo actividad antimalarica promisoria de triterpenos/esteroides aislados
de una fraccién organica de Clathria echinata (esponja) en ensayos in vivo, como
alternativa terapéutica contra la malaria cerebral (76). Por otra parte la hipdtesis que
propone Moneriz y col (2011), respecto al retraso en la maduracion de trofozoitos y
continuacion del ciclo invasivo de la infeccion por Plasmodium, puede deberse a una

consecuencia de la inhibicion de proteasas y/o fosfatasas, de acuerdo con actividades
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previas reportadas para el é&cido maslinico y otras moléculas triterpenoides

relacionadas; donde sugieren un efecto parasitostéatico (77).

Las proteasas participan en las etapas cruciales del desarrollo del Plasmodium
incluyendo la liberacion de merozoitos de su célula huésped, la hidrolisis de
hemoglobina, invasion de nuevos eritrocitos por parte de merozoitos y maduracion de
antigenos (78). En este estudio se ha encontrado que hay una disminucion en la
proporcién de nuevas formas de anillos cuando transcurre un ciclo invasivo al incubar
cultivos de P. falciparum en presencia de concentraciones crecientes de los diferentes
extractos activos, este hecho sugiere que los triterpenos presentes podrian interferir

con algun proceso implicado en la liberacion o invasion del merozoitos.

La ruptura de eritrocitos por parte de esquizontes maduros segmentados y la posterior
invasion de los eritrocitos por merozoitos libres, requieren la actividad de varios tipos
de proteasas. El proceso de liberacion de los merozoitos implica la protedlisis de la
membrana de la vacuola parasitéfora y la membrana del glébulo rojo infectado. Una
serie de proteasas del parasito estan implicadas en la ruptura del eritrocito, siendo las

mas relevantes: la plasmepsina I, la falcipaina-2, y SERA (serine-rich antigen) (79,80).

En la figura 6 se muestra un diagrama del mecanismo de invasion a eritrocitos por
parte de Plasmodium falciparum, la intervencién de proteasas y las posibles etapas en

la que los metabolitos presentes en los extractos podrian interferir en este proceso. Se
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han realizado estudios que estan dirigidos a disefiar farmacos frente a proteasas del
parasito, y debido a la importancia de estas enzimas en los mecanismos de

supervivencia de éste, se han convertido en dianas potencialmente terapéuticas

importantes.

PfSUB-1y2 { Merozoitos,

p76
Ruptura de la vacuola
parasitofora

?
Vet
o : \
A | (Y --
Metabolitos — )
de extractos
de plantas / D

Ruptura del
eritrocito

plasmepsina

falcipaina
SERA

MVP

ME

Figura 6. Modelo de liberacién e invasion del merozoitos y posibles dianas terapéuticas. (A) En la
etapa de anillo el paréasito crece dentro de una vacuola parasitofora para convertirse en (B) un trofozoito.
En esta fase aparecen estructuras intraeritrociticas conectadas con la membrana de la vacuola
parasitofora (MVP) formando una red de tubos vesiculares (RTV). (C) En la etapa de esquizonte, el
parasito se divide para producir merozoitos, (D) Una ruptura primaria de la membrana del eritrocito (ME)
por los esquizontes maduros, origina la liberacion de merozoitos asociados a MVP. (E) y una ruptura
secundaria de MVP libera merozoitos que invadiran un nuevo glébulo rojo. En la figura se muestra las
posibles dianas terapéuticas hipotéticas sugeridas donde podrian estar actuando los componentes de los
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Por otra parte, también es notable la presencia de alcaloides en los extractos activos
ensayados. En el estudio de Berlinck y cols (2008) se reporta que los alcaloides de
tipo guanidina muestran un amplio perfil de bioactividad, sobre todo como inhibidores

enziméticos (81).

Es posible que los extractos ensayados intervengan en la alteracion de vias
enziméaticas del parasito, puesto que para que se produzca el proceso de invasion o
infeccidon de nuevos glébulos rojos, se llevan a cabo en el Plasmodium una serie de
mecanismos mediados por enzimas de tipo cistein-proteasas que participan en la
hidrélisis de péptidos y proteinas. Es decir, que en las etapas cruciales del desarrollo
del Plasmodium incluyendo la liberaciébn de merozoitos de su célula huésped, la
hidrolisis de hemoglobina, invasion de nuevos eritrocitos requieren la actividad de estas
enzimas, principalmente las plasmepsinas y falcipainas. Estas Gltimas se sitian en la
vacuola parasitéfora, con mayor expresion en los estadios de trofozoitos, donde
pudimos observar mediante los ensayos microscopicos importantes modificaciones en

la estructura morfolégica como el fenébmeno de vacuolizacion en este estadio.

Otro de los principales procesos que ocurren en las formas maduras del parasito es la
destoxificaciéon de la hematina libre (ferroprotoporfirina IX, Fe[lll] FPIX), generada
durante la degradacién de la hemoglobina dentro de la vacuola digestiva del parasito.
En este proceso, la hemoglobina es transformada en péptidos pequefios que a su vez
son transportados (en forma de a-aminoacidos) hacia el citoplasma del parasito (figura
7).

53



Los productos de degradacién de la hematina pueden tener un efecto toxico sobre el
parasito, por lo cual son convertidos por el mismo en cristales insolubles, llamados
(hemozoina o B-hematina) o pigmento malarico. Este mecanismo de detoxificacion se
conoce como polimerizacién de la hematina (82,83). Estudios in vitro, han demostrado
que la proteina rica en histidina 1l (HRPII) de P. falciparum es capaz de unirse a al
grupo hemo y asi iniciar la formacion de polimeros, mostrando actividad de hemo-

polimerasa (84).

Los componentes de los extractos estudiados podrian estar inhibiendo tanto la
degradacion como la polimerizacion de la hematina en la vacuola digestiva, lo cual
induciria un efecto toxico por acumulacion de pigmento malarico en el parasito,

originando estrés oxidativo en las formas maduras del mismo (figura 7).

Es probable que estos compuestos vegetales ensayados actien bloqueando estas vias
enzimaticas esenciales para el desarrollo del ciclo eritrocitario del parasito
comprometiendo su supervivencia; por lo que se hace necesario continuar con los
ensayos de fraccionamiento y actividad biolégica, para aislar los compuestos activos

responsables y comprobar su mecanismo de accion.
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Figura 7. Representacion esquematica de los procesos que intervienen en la formacion de
hemozoina en Plasmodium falciparum y las posibles dianas de los metabolitos de los extractos.
La Hemoglobina (Hb) proveniente del citoplasma de los globulos rojos es ingerida a través del citostoma
(C) del parésito y luego transportada a la vacuola digestiva (VD). En la VD, la hemoglobina es digerida
por plasmepsinas, falcipainas y falcilisinas. Estas enzimas descomponen las proteinas hasta pequefios
péptidos que finalmente son hidrolizados a amino&cidos (AA) en el citosol del parasito. En este proceso,
el grupo hemo (que contiene Fe [ll]) es liberado y oxidado por O2 a hematina (que contiene Fe [lll]). La
hematina es eliminada transformandose en hemozoina microcristalina (B-hematina). Los metabolitos de
los extractos podrian estar inhibiendo la degradacién o polimerizacién de la hematina afectando la
funcionalidad de la vacuola digestiva del trofozoito, por lo tanto, generarian hematina libre con la
consecuente toxicidad del mismo por produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando

dafio al ADN y otras estructuras celulares del parasito.
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8. CONCLUSION

Los resultados obtenidos a partir del estudio preliminar de la actividad antimalérica in
vitro y los ensayos de citotoxicidad y hemolisis que resultaron en baja toxicidad para los
componentes sanguineos ensayados, sugiere que los extractos y fracciones estudiadas
de B. simaruba (corteza), C. odoratissima (hojas), D. inconstans fraccién de acetato de
etilo y la fraccién de diclorometano, G. ulmifolia (extracto total), H. mancinella (semillas)
y M. exética (hojas), que no poseen estudios cientificos previos sobre actividad
antimalérica, son promisorias para futuros ensayos fitoquimicos biodirigidos, que
permitan aislar compuestos y probar su actividad biolégica en cuanto a los mecanismos
de accion sobre el Plasmodium falciparum que podrian resultar en el descubrimiento de

nuevos compuestos constituyentes para el desarrollo de farmacos antimalaricos.
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