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INTRODUCCION

a malaria es la enfermedad parasitaria de

mayor preocupacién en el mundo debido a

la alta morbilidad, mortalidad y el impacto
socio econdémico que ocasiona a las poblaciones
humanas afectadas. Esta enfermedad es causada por
un protozoario pardsito del género Plasmodium; los
miembros de este género que infectan al hombre
son P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae,
destacdndose las dos primeras en salud ptblica, debido
a que P. falciparum resulta la mds letal y P. vivax la
mds prevalente.!?

Cerca del 40% de la poblacién mundial permanece
expuesta a la malaria, estimandose que cada ano
ocurren entre 300 a 500 millones de casos clinicos
nuevos y alrededor de 2 a 3 millones de muertes**. En
Colombia la malaria es un problema de salud publica
muy extendido. Un 85% del territorio Colombiano esta
ubicado a menos de 1600 metros sobre el nivel del mar
donde viven aproximadamente de 18 a 24 millones de
personas expuestas al riesgo de contraer la enfermedad o
morir a causa de ella. Aunque la mortalidad por malaria
ha disminuido en forma significativa en los ultimos
decenios, la morbilidad revel6 una tendencia creciente
durante los dltimos cuarenta afios. En el decenio las
autoridades en Colombia diagnosticaron un promedio
de 160.000 casos de malaria por afo, pero en 1998, ese
numero se incremento a casi 250.000 también crecié la
tasa de infecciones por P. falciparun. En el mismo afio,
algunos municipios ubicados en la costa del pacifico
notificaron tasas de incidencia mayores a 400 casos por
1.000 habitantes.® Uno de los principales obstdculos para
el control de la transmisién de la enfermedad en muchas
partes del mundo, lo constituye el acelerado desarrollo
de resistencia de los vectores a los insecticidas que
comunmente los eliminaban y a la propagacién de cepas
de pardsitos maldricos resistentes a los farmacos utilizados
para el tratamiento de la enfermedad.®”#* Por otra parte,
el progresivo aumento de focos de malaria, producto de
los movimientos migratorios de individuos infectados y
los cambios ambientales ecolégicos o sociales, tales como
aquellos derivados de la agricultura u otras explotaciones
econdmicas en regiones selvaticas, dificultan también el
control de la transmisién.* 111213

Se estima que cerca del 80% de la poblacién mundial
recurre a la medicina tradicional para cubrir sus
necesidades de atencién primaria de salud y se puede
asegurar que gran parte de los tratamientos tradicionales

suponen el uso de extractos de plantas o sus principios
activos.!* Existen al menos tres razones que explican la
importancia de la medicina tradicional basada en el uso
de plantas: primera, estas son mucho mds econdmicas
y accesibles; segunda, no existen registros que indiquen
resistencia o tolerancia a los extractos totales de las
plantas, posiblemente, debido a la accién sinérgica de
los diversos constituyentes y tercera es posible que la
fitoterapia produzca menos efectos adversos que la
quimioterapia.’® La utilidad clinica de la quinina y la
quinidina derivadas de la corteza del 4rbol Cinchona spp.
(Rubiaceae), y la artemisina aislada de la planta china
Artemisaanua L. (Asteraceae), han dado considerable
impulso a la bisqueda de nuevas drogas antimaldricas
a partir de plantas medicinales.!®"13

El reconocimiento y validacién de la medicina popular,
con toda su carga de experiencia practica, tradiciones, usos
y costumbres, pueden conducir al desarrollo de nuevas
drogas derivadas de plantas. Es importante, por lo tanto,
que aquellas plantas que presentan mayor popularidad en
la medicina tradicional por sus propiedades antimaldricas,
sean investigadas con el fin de determinar su eficacia y
evaluar su potencial como fuente de nuevos principios
activos con actividad terapéutica.

El andlisis fitoquimico preliminar es un conjunto de
pruebas de identificacién consistente en una reaccion
quimica que produce alteracién rdpida de la estructura
molecular del compuesto, por ejemplo, la modificacién
de un grupo funcional, la apertura de un sistema
anular, la formacién de un aducto o un complejo, lo
cual da por resultado una manifestacién sensible como
el cambio de color, la formacién de un precipitado o el
desprendimiento de un gas."”

El procedimiento bdsicamente consiste en tomar una
cantidad determinada del extracto y realizar sucesivas
extracciones con los solventes indicados para aislar
metabolitos secundarios que posiblemente se encuentren
presentes, para luego ensayarlos con reactivos especificos
que generen precipitados o cambios en la coloracién
y asi poder clasificarlos en los diferentes grupos de
compuestos caracteristicas de las plantas.

Se realizaron diferentes marchas analiticas con un extracto
etanolico total de Coccocypselum hirsutum Rubiaceae,
con el fin de determinar la presencia de los siguientes
tipos de metabolitos secundarios: alcaloides, flavonoides,
nafto y/o antraquinona, taninos saponinas, esteroides
y/o triterpenoides, cumarinas y lactonas terpenicas y

Revista de la Facultad de Ciencias de la Salud




ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR Y ACTIVIDAD ANTIMALARICA DEL EXTRACTO ETANOLICO TOTAL
DE COCCOCYPSELUM HIRSUTUM (RUBIACEAE)

glucédsidos cardioténicos. La evaluacion de la actividad
antimalarica se realiz6 mediante ensayo “In vitro” de
inhibicién de la maduracion de esquizontes de dos cepas
de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina.

IMIATERIALES Y METODOS
MUESTRA UTILIZADA

Coccocypselum.hirsutum (Bertl) ex DC es una enredadera,
hierba rastrera de flores blancas con I6bulos lila y frutos
azulosos nativo de América tropical se distribuye desde
México hasta Colombia y Venezuela.?**' En nuestro pais
crece en los departamentos de Antioquia, Atldntico,
Bolivar, Chocd, Guajira, Magdalen,a Meta, Santanderes
y Sucre entre los 100-1.200 m.s.n.m. El material
vegetal fue recolectado en las estribaciones de la Sierra
Nevada de Santa Marta, Departamento del Magdalena
a 945 m.s.n.m. La muestra fue determinada por el Dr.
Eduino Carbono de la Hoz, Director del herbario de la
Universidad del Magdalena, y un ejemplar reposa en
esta institucion (UTMC.12002).

OBTENCION DEL EXTRACTO

La especie de Coccocypselum hirsutum se secd al aire libre
atemperatura ambiente durante 40 dfas, luego fue triturada
con ayuda de un molino manual (Corona). Cuatrocientos
gramos de muestra se sometid a extraccion por percolacion
en frio con 8,0 litros (EtOH) al 96%, en un percolador de
acero inoxidable, al cual se le adicioné solvente hasta ¥
partes de la extraccion. La extraccién se realizd durante
un periodo de 48 horas. El extracto etandlico resultante
denominado ChMEtOH fue concentrado a presion
reducida. Dos gramos en peso seco del extracto se empled
para la marcha fitoquimica preliminar de acuerdo con la
metodologia descrita por Sanabria.”

Las cromatograffas en capa delgada (CCD) para la
identificaciéon de los posibles metabolitos secundarios
presentes en el extracto crudo se realizaron sobre
cromatoplacas TLC de silica gel 60 HF,,,, de la casa
comercial Merck. Como reveladores cromatograficos
se empled luz UV 254 y 364 nm y/o vapores de yodo,
y reveladores especificos para diversos metabolitos,
Dragendorff, vainillina, Hidroxamato férrico y Raymond.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMALARICA
Se llevé a cabo con el ChMEtOH de Coccocypselum
hirsutum , frente a dos cepas de Plasmodium falciparum,
FVO y FBC-2, resistente a cloroquina. El método utilizado
fue estandarizado previamente en la Fundacion Instituto de
Inmunologfa de Colombia*. Brevemente, el ensayo consistio
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en inhibicién de la maduracion de formas intraeritrocitarias
del pardsito P. falciparum en estradio de esquizontes,
cultivados “In vitro” (ensayo de maduracion).

Cultivo de las cepas FVO y FBC- 2 de Plasmodium
falciparum.

Los glébulos rojos humanos infectados con el pardsito
en estado de anillo (parasitemia mayor del 5%) fueron
sincronizados con sorbitol, luego adicionados en medio
RPMI 1640 sigma suplementado con buffer Hepes,
hipoxantina, gentamicina, penicilina, glucosa, NaHCO, al
5% y plasma sanguineo O* al 10% e incubados hasta estadio
de esquizonte en condiciones de 37 °C de temperatura, 5%
de oxigeno, 5% de CO2 y 90% de nitrogeno.

Determinacion de la actividad antimaldrica de
ChMEtOH.

Los pardsitos en estadio de esquizonte se inocularon en
cajas de cultivo de 96 pozos en volimenes de 100 pL en
presencia de 5 L de extracto en concentraciones de 280,
140, 70 y 35 ppm. Cada extracto se ensayo por triplicado.
Los cultivos se incuban a 37 °C, en un ambiente con
5% de oxigeno, 5% de CO, y 90% de nitrogeno, durante
18 horas. Como control negativo de inhibicion de la
invasion se usé la cloroquina y en el control positivo se
usaron glébulos rojos sanos.

Posterior a la incubacién se realizd centrifugacion a
2800 rpm por 5 minutos de los glébulos rojos en tubos
de poliestireno, remocién del sobrenadante y reemplazo
por 100 pL de hidroetidina, seguido por incubacién a 37
°C, durante 30 minutos. Las células se lavaron con buffer
salino fosfato (PBS) y el precipitado se resuspendié en
300 pL de PBS. La parasitemia final de cada cultivo
se cuantificd por citometria de flujo. El porcentaje de
inhibicién se calcula con la siguiente ecuacion:

, (% Parasetemia en control - % Parasetemia del extracto)
%INHIBICION = x 100
(Parasetemia en control)

Para el andlisis, se consideran valores significativos de
inhibicion de la invasidn las lecturas en el citdmetro de
flujo mayores del 20%.

ResuLtapos

RESULTADOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Los ensayos realizados al ChMEtOH de Coccocypselum
hirsutum, tanto en las reacciones en tubos de ensayo, como
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en placas cromatogréficas dieron prueba negativa para
alcaloides de diferentes tipos de polaridades y para taninos,
flavonoides y saponinas lo que indica la posible ausencia de
estos metabolitos en Coccocypselum hirsutum.

Los ensayos realizados por cromatografia de capa
fina, utilizando reveladores especificos para esteroides
y/o triterpenoides y cumarinas, mostraron su posible
presencia en el ChMEtOH de Coccocypselum hirsutum.

Es necesario sefalar que los resultados, tanto en
las reacciones en tubos de ensayo, como en placas
cromatograficas, dan un indicio de la posible presencia
o0 no de un metabolito en la muestra.

La Tabla No. 1, resume los resultados de la marcha
fitoquimica en tubos de ensayo; la Tabla No. 2, los
resultados de la Cromatografia en Capa Fina (CCD),
muy relevantes para esteroides y/o triterpenoides y
cumarinas, prueba positiva con los reveladores cloruro
férrico; vainillina y acido ortofosfdrico.

Tabla No. 1 Resultados marcha fitoquimica
preliminar del extracto ChMEtOH Etandlico de
Coccocypselum Hirsutum (Reacciones
en tubos de ensayo).
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Tabla No. 2 Resultados marcha fitoquimica
preliminar del extracto ChMEtOH
de Coccocypselum Hirsutum (Cromatografia en
Capa Fina, CCD).

CCD PLACAW PLACAX PLACA'Y PLACA Z
Vainillina ~ Hidroxamato ~ Raymond Vainillina
CUMARINAS Positivo Positivo Positivo Positivo
CARDIOTONICOS Negativo ~ Negativo negativo Negativo
LACTONAS negativo negativo negativo Negativo

RESULTADO DEL ENSAYO DE LA ACTIVIDAD
ANTIMALARICA DE Coccocypselum hirsutum.

Los resultados de los ensayos preliminares de actividad
antimaldrica del extracto etandlico de la especie
de Coccocypselum hirsutum frente a dos cepas de
Plasmodium falciparum FVO y FBC-2, se presenta en
la Tabla No. 2.

Tabla No. 3 Inhibicién de la invasion de
Plasmodium falciparum en células sanguineas
in Vitro con extracto crudo total
de Coccocypselum hirsutum

Concentracion de extracto 280 140 70 35
ChMEtOH de ppm  ppm  ppm  ppm
Coccocypselum Hirsutum

% Inhibicion de la maduracién 26 24 18 12

Discusion

Debido a la falla terapéutica a las drogas antipalidicas
muchas personas recurren al uso de productos
naturales para su tratamiento. Se estima que el 80%
de la poblacién de los paises en desarrollo utilizan las
medicinas tradicionales a base de plantas. Un informe
OMS ano (2003) mostré que el 60% de los nifios con
fiebre malarica en los paises de Africa Occidental,
fueron tratados con hierbas medicinales, Sin embargo,
la mayoria de estos extractos siguen siendo procesadaos
mediante métodos artesanales que no siempre garantizan
la eficacia, estabilidad y seguridad del producto natural.
En Africa occidental es utilizado el tallo y la corteza de
Morinda lucida la cual posee antraquinonas;* alrededor
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de 35 especies del genero Nuclea incluyendo Nuclea
orientalis, Nuclea latifolia y Nuclea officinalis fueron
identificados dos monoterpenos y cinco alcaloides
indolicos con propiedades antimalaricas®. En el sur de
Vietnam cuarenta y nueve plantas fueron ensayadas su
actividad in Vitro frente a Plasmodium falciparum a una
concentracién de 10pg/mL y mostraron inhibicién del
parasito mayor al 30%.* En maceracién de Mitragyna
ciliata es utilizada para el tratamiento de la malaria al
igual que Cathium setosum, y Pentas lanceolada.’**” A
pesar de que muchas especies de la familia Rubiaceae son
utilizadas contra la malaria, los resultados obtenidos con
extractos etanélicos crudos de Coccocypselum hirsutum
ensayados por nuestro grupo presentaron valores no
significativos de actividad antimaldrica, demostrando
capacidad de no inhibir la invasién de P. falciparum a
células sanguineas, en el ensayo in Vitro por lo tanto se
sugiere que el uso de esta planta en etnomedicina para
el tratamiento de esta patologia no es justificado.
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