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RESUMEN

La enfermedad de la maaria continla siendo un
problema de saud publica a nivel mundial,
particularmente en paises subdesarrollados que
presentan zonas tropicales en su geografia, como es el
caso de la region amazonica de Sud América. Tanto
la malaria, la leishmaniasis y la enfermedad de
Chagas, son enfermedades estrechamente ligadas a la
pobreza por |o que para su control las organizaciones
de salud publica mundial en la erradicacion de la
malaria han creado estrategias para un tratamiento
antimal &rico oportuno.

Uno de los principales obstaculos que agrava la
situacion de esta enfermedad y su erradicacion es €l
desarrollo de la resistencia de cepas de Plasmodium
frente a las drogas antipalldicas de eleccién. Otro
problema es el desarrollo de la resistencia del
mosquito vector frente a los insecticidas utilizados
para su eliminacién y prevencién en latransmision.
Este trabajo tiene como objetivo el de buscar nuevas
dternativas para € tratamiento de la malaria,
aprovechando la existencia de diversas plantas
empleadas segun la medicina tradicional en la region
amazonica Peru-Boliviana. Se estudio la actividad
antiplasmédica de 27 extractos correspondientes a 9
especies vegetales, provenientes de la Amazonia
Peruana, estos fueron evaluados sobre Plasmodium
falciparum (cepa FCR3 resistente a la Cloroquina)
mediante e método visual directo, la cepa fue
mantenida por el método de cultivo continuo in vitro.

Los extractos diclorometanico y etandlico de Euterpe
oleracea tuvieron una Clsy de 3 y 5 pg/mL
respectivamente, las Clsy de los extracto acuoso y
etandlico de Myrciaria dubia tuvieron un valor de 3
y 6 pg/mL respectivamente y el extracto acuoso de
Croton lechleri tuvo una Clsy de 2 pg/mL.

Fueron dos especies vegetales las cuales presentan
actividad con dos tipos de extracto, lo cual representa
mayor probabilidad de que estas especies presenten
compuestos con actividad antiplasmaodica.

Palabras Clave: Plasmodium falciparum, Amazonia,
Plantas antimalariales, Euterpe oleracea, Myrciaria
dubia, Croton lechleri.

ABSTRACT

The malaria disease continues to be a problem of
public heath a world level, particularly in
underdeveloped countries with tropical zones in their
geography, as it is the case of the amazonian region
of Sud America. Malaria, leishmaniasis and Chagas,
are diseases closely linked to poverty reasons, and
that is why, for us to control them, the world-wide
public health organizations compelled in the
eradication of malaria desease have created strategies
for an opportune antimalarial treatment.

One of the main obstacles that aggravate the situation
of this disease and its eradication is the development
of the resistance from Plasmodium strains in relation
to antimalarial drugs of election. Another problem is
the development of the resistance from the mosquito
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vector in relation to insecticides used for its
elimination and prevention in the transmission.

This work has as its main objective to look for new
dternatives for the treatment of malaria, taking
advantage of the existence of diverse plants used in
terms of the traditional medicine in the amazonian
region of Peru and Bolivia. The antiplasmodic
activity of 27 extracts corresponding to 9 vegetal,
originating species of the Peruvian Amazonia was
studied. These were evaluated on Plasmodium
falciparum basis (resistant strain FCR3 to the
chloroquine) through the direct visual method, and it
iS necessary to mention that this strain was
maintained through the in vitro continuous culture
method.

The dichloromethanic and ethanolic extract of
Euterpe oleracea had a Clsy of 3 and 5 pg/mL
respectively, the Clg, of watery and ethanolic extract
of Myrciaria dubia had value of 3 and 6 pg/mL
respectively and the watery extract of Croton lechleri
had a Clsgand was 2 pg/mL.

It was two vegetal species which presented activity
with two types of extract, this fact represents a major
probability that these species present compounds with
antiplasmodic activity.

Key Words: Plasmodium falciparum, Amazonian,
Antimalaric plants, Euterpe oleracea, Myrciaria
dubia, Croton lechleri

INTRODUCCION

Las llamadas enfermedades tropicales continlan
siendo un problema de salud publica a nivel mundial,
particularmente en los paises que se encuentran en
zonas tropicales, como es el caso de las regiones
amazonicas de Loreto en Per(', Beni y Pando en
Bolivia y otras regiones de América Latina
Patologias como la maaria, la leishmaniasis y la
enfermedad de Chagas, son enfermedades ligadas ala
pobrezay relacionadas con las condiciones higiénico-
sanitarias, socio-econémicas y ambientales con una
considerable morbilidad y mortalidad.

La enfermedad de la madaria, esta estrechamente
relacionada con la historia de la humanidad. Hasta
nuestros dias, esta enfermedad permanece con una
prevalencia considerable en e mundo, obstaculizando
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el desarrollo econémico de comunidades y paises
considerados zonas endémicas. Los informes
recientes de la Organizacion Mundial de la Salud
muestran que 300 a 500 millones de personas
presentan la enfermedad clinica cada afio, muriendo
mas de un millén, especiamente los nifios en
Africa®®. Esto debido a que la mayoria de la
poblacion estd distribuida en zonas altamente
endémicas que corresponden a zonas subtropicales y
tropicales con una incidencia elevada en: Africa, Sud
y Sudoeste de Asia, Sud y Centro América, donde €l
riesgo de infeccion es continuo®.

Para su control, las organizaciones de salud publica
mundial en la erradicacion de la malaria han creado
estrategias globales basadas principalmente en el
tratamiento antimaléarico oportuno. Uno de los
principales obstaculos que agrava la situacion de esta
enfermedad y su erradicacion es el desarrollo de la
resistencia de cepas de Plasmodium frente a las
drogas antipal tidicas de eleccion’. Otro problema es el
desarrollo de la resistencia del mosquito vector frente
a los insecticidas utilizados para su eliminacion y
prevencion en la transmision?.

Este trabajo tiene como objetivo el de buscar nuevas
dternativas para €l tratamiento de la maaria,
aprovechando la existencia de diversas plantas
empleadas segun la medicina tradicional en la regién
amazonica

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal. El material vegetal se colectd de la
region amazénica de Loreto en e Perd, a 200
m.sn.m. a una temperatura media de 30°C,
posteriormente estas muestras se secaron y molieron a
temperatura ambiente. Las plantas utilizadas en este
estudio estan constituidas por 9 especies vegetales.
Las plantas se pulverizaron y se sometieron a
maceracion por 48 horas a temperatura ambiente en
etanol a 70%. El residuo obtenido a evaporar
solvente, se separd por extraccion liquido-liquido con
diclorometano, obteniéndose |os compuestos solubles
en diclorometano (extracto organico) y agua (extracto
acuoso). El extracto organico es evaporado a
sequedad y el extracto acuoso es congelado a -50°C
paraluego liofilizarlo. (Tablal)
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Tabla 1. Especiesvegetales estudiadas.

Especie Nombre comln Familia Partes usadas

Brunfelsia grandiflora D. Don. Chiric sanango Solanaceae Raiz

Corton lechleri Muell-Arg. Sangre de grado Euphorbiaceae Latex seco
Euterpe oleracea Mart. Huasai Arecaceae Raiz
Maquira coriacea (Karsten) C.C. Berg Capinuri Moraceae Corteza
Maytenus macrocarpa (R. & P) Brig. Chuchuhuasi Celastraceae Corteza
Myrciaria dubia (H.B.K) Mc Vaugh Camu camu Myrtaceae Corteza
Smilax officinalis Kunth. Zarzaparrilla Liliaceae Raiz
Soondias mombim L. Ubos Anacardiaceae Corteza
Uncaria tomentosa Will. Ufia de gato Rubiaceae Corteza

Evaluacion de la actividad antiplasmédica in vitro
por el método visual directo. EI método de cultivo
continuo in vitro empleado fue desarrollado en 1976
por Trager y Jensen®. De acuerdo a esta técnica las
formas parasitarias de Plasmodium falciparum cepa
FCR3 resistente a la cloroquina, fueron cultivadas en
medio RPMI 1640 suplementada con suero humano
a 10 % y un hematocrito del 4 % que se obtuvo
afadiendo 200 pl de gldbulos rojos totales en 4,5 ml
de RPMI 1640 y 0,5 ml del suero o plasma (Grupo
sanguineo 0, Rh") e incubados a 37°C en un medio
anaerébico’.

Para redizar la evaluacion de la actividad
antiplasmédica in vitro, los extractos fueron disueltos
en DMSO vy la cloroquina en agua para luego ser

Cuadro 1. Calculo de Porcentaje de I nhibicion.

(GRL - GRI)
% de inhibicion =—— x 100

GRL

El célculo para hallar los valores de concentracion
inhibitoria del 50% (Clsp) en la maduracién de los
esquizontes se redizO a través del programa
informatico Cricket Graph 1,3. que consiste en la
interpolacion lineal cuya férmula se presenta a
continuacion. (Cuadro 2)

Cuadro 2. CélculodelC 5

diluidos con e mismo medio obteniéndose las

concentraciones requeridas (0,10 ; 1y 10 pg/ml). Los 50-Y1

cultivos fueron sincronizados de acuerdo al método log(IC ) =log(X1) + —— [Iog(XZ) - log(X1) ]
descrito por Lambros y Vanderberg en 1979° con una 50

parasitemia y un hematocrito ddd 1 y 2 % Y2-Y1

respectivamente, estos fueron alicuotados en un
volumen de 100 pl en placas de 96 pozos por
triplicado, ademas de 100 pl de los extractos, y
finalmente fueron incubados a 37 °C por 48 horas.
Pasado este tiempo de incubacion, se elimind
completamente la fase superior del cultivo, se realizé
un frotis del sedimento de cada alveolo, fijando luego
con metanol y realizando la tincion con Giemsa. Se
observo cada frotis en el microscopio, con lente de
inmersion x 100, contando gl6ébulos rojos no
infectados (GRL) y glébulos rojos infectados (GRI)
para obtener el % de inhibicién. (Cuadro 1)

X1 = concentracién de la droga que da una inhibicion
delaparasitemia’Y 1 > 50%;
X2 = concentracién de la droga que da unainhibicién
delaparasitemia Y 2 < 50%.

Se consideraron extractos con actividad considerable
aquellos que presentaron un ICsy menor a 10
p.g/m|9’10.

RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro
podemos determinar la existencia de 5 extractos con




buena actividad y 22 extractos que pueden
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considerarse como inactivos. (Tabla 2)

Tabla 2. Actividad in vitro de extractos corr espondientes a Euterpe oleracea, Myrciaria dubia y Croton lechleri sobre

Plasmodium falciparum FCR3.

Ne N dentiibo v A< v A
1 Brunfelsia grandiflora > 10 > 10 > 10

2 Croton lechleri > 10 > 10 2

3 Euterpe oleraceae 5 3 >10

4 Magquira coriaceae > 10 > 10 >10

5 Maytenus macrocarpa > 10 >10 >10

6 Myrciaria dubia 6 >10 3

7 Smilax officinalis >10 >10 >10

8 Spondias mombim >10 >10 >10

9 Uncaria tomentosa >10 >10 >10

Estos valores de Clsy pueden ser comparados con los
valores de la droga patron como es la cloroquina cuyo
Clgoes 10 nM (0.06 pg /mL).

S bien los extractos activos no poseen valores
similares a los de la sustancia patrén como es la
cloroquina, estos pueden ser comparados con otras
sustancias patron, que resultan ser extractos crudos de
especies vegetales con actividad sobre el Plasmodium
falciparum de accién ya conocida, como la Remijia
peruviana (Clsy 7,4 pg/mL), Cinchona officinalis y
Cinchona pubescens (Clsg de 42 y 1 pg/mL
respectivamente).

DISCUSION

Se evalud un total de 27 extractos crudos organicos y
acuosos de origen natural, de los cuales, 5 resultaron
ser activos y 22 extractos inactivos, lo que
proporcionalmente nos da a lugar un 18,52% de
extractos activos. Estos resultados presentan gran
similitud con otro estudio realizado anteriormente con
otras especies procedentes de la misma region, donde
se obtuvieron 7 extractos activos de un total también
de 27 evidenciando, que la proporcion se
mantiene'*2, también se cuentan otros estudios como
los realizados con extractos procedentes de Colombia,
donde se obtuvieron similares proporciones de
actividad y donde ademas se pudo apreciar que los
extractos de Rollinia exsucca son los mas activos en
dos tipos de cepas™.

Los resultados de este estudio muestran que algunos
extractos poseen potente actividad antiparasitaria 1o

gue justifica la conduccion de futuras investigaciones
para la extraccién e identificacion de los compuestos
guimicos activos responsables de dicha la actividad.
De las especies evaluadas, muchas no mostraron
actividad antiplasmadica pese a que son mencionadas
con frecuencia en la literatura como antiparasitarias,
estos resultados podrian ser explicados en parte, por
el hecho de que muchas plantas son utilizadas en €l
tratamiento de estas enfermedades no por sus efectos
antiparasitarios, sino por otras propiedades con valor
terapéutico para e paciente tales como la reduccion
de la fiebre, alivio del dolor de cabeza u otros y
posiblemente por estimular €l sistemainmune.

Otra posible explicacion de la ausencia de actividad
de los extractos, es que las plantas tradicionales son
administradas para el tratamiento de las enfermedades
como una mezcla de ellas y tal vez, solo resulten
activas en combinacién debido a sus efectos
sinérgicos.

Estos resultados, a igual que otros previamente
reportados enfatizan la importancia de evaluar drogas
antiparasitarias  desde un abordaje etnobotéanico,
basado en e wuso tradiciona de las plantas
medicinales.

Con estos nuevos parametros podemos afirmar que la
actividad es aceptable para la continuacion de los
nuevos estudios. Estos cinco diferentes extractos
provenientes de tres especies vegetales se encuentran
actualmente en un proceso de purificacion para una
nueva evaluacién a través de estudios quimicos y
biol6gicos.
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