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RESUMEN

INTRODUCCION: la malaria es la enfermedad parasitaria de mayor importancia para la salud mundial. La carencia de diversidad
estructural de los antimalaricos en uso convierte en una necesidad urgente la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Las
plantas han demostrado su potencial para proveer antimalaricos efectivos. Una amplia muestra de plantas medicinales cubanas
estan siendo estudiadas con este propdsito. OBJETIVO: evaluar la actividad antimalarica de extractos de 6 especies de plantas y
determinar su selectividad midiendo la citotoxicidad frente a células humanas. METopos: se prepararon extractos hidroalcoholicos
de partes aéreas de: Annona glabra L., Bidens pilosa L., Cecropia peltata L., Curcuma longa L., Hura crepitans L. y Pluchea
odorata (L.) Cass. La actividad de los extractos se evalud in vitro frente a Plasmodium falciparum y fibroblastos humanos
MRC-5. Se calcularon la concentracion inhibitoria media, concentracion citotoxica media y el indice de selectividad. Se realizd
un tamizaje fitoquimico preliminar del extracto mas activo. Resurtapos: solo el extracto de H. crepitans mostrd buena actividad
antiplasmodial (concentracion inhibitoria media de 5,7 pg/mL) con excelente selectividad (indice de selectividad de 18,8). El
tamizaje fitoquimico reveld la presencia de compuestos fenodlicos, triterpenoides, alcaloides, quinonas, flavonoides y antocianidinas.
CONCLUSIONES: se obtuvo un extracto con potente actividad antimalérica in vitro. Este resultado induce a continuar estudiando esta
preparacion vegetal.
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INTRODUCCION

La malaria es la enfermedad parasitaria de
mayor importancia a nivel global, es endémica en
109 paises. En 2008, se estimaron 243 millones de
casos y 863 000 muertes, causadas por la infec-
cion por Plasmodium falciparum fundamental-
mente en nifios menores de 5 afos.'

Entre las herramientas mas importantes para
combatir la malaria se incluye la terapia combi-
nada con derivados de artemisina.! Aunque la

resistencia de P. falciparum ha emergido para
todas las clases de antimalaricos a excepcion de
la artemisina y sus derivados, no se descarta la
aparicion de parasitos resistentes motivado esto
por el incremento en el uso de estas drogas.

Ante la carencia de diversidad estructural de
los antimalaricos en uso, la bisqueda de nuevas
drogas constituye una necesidad urgente® y las
plantas han demostrado su potencial para pro-
veer drogas efectivas para el tratamiento de la
malaria.
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Aunque después del descubrimiento de la
artemisina no han sido extraidos mas compuestos
efectivos contra la malaria, muchos grupos de in-
vestigacidon contintan evaluando extractos de
plantas con el propdsito de hallar nuevas alter-
nativas terapéuticas.’

Nuestro grupo esta investigando la potenciali-
dad antimalérica de una representacion de plantas
medicinales cubanas. La evaluacion de la toxici-
dad de 34 especies, usando el modelo de Artemia
salina, permitio seleccionar 29 extractos vegetales
para continuar su investigacion como antiproto-
zoarias.*

En este trabajo se evalu6 la actividad anti-
plasmodial, frente a P. falciparum, de 6 de esos
extractos seleccionados y se determiné su selec-
tividad midiendo la citotoxicidad frente a fibro-
blastos humanos.

METODOS

Colecta del material vegetal y preparacion
de los extractos

La colecta y la preparacion de los extractos
se describieron detalladamente con anterioridad.*
Los datos sobre las especies utilizadas en el estu-
dio se recogen en la tabla 1.

Ensayo de actividad antimalarica

El ensayo de actividad antimalarica se realiz6
empleando la cepa Ghana de P. falciparum sus-
ceptible a cloroquina. Los parasitos se cultivaron
en eritrocitos humanos A+ a 37 °C en presencia
de una atmosfera baja en oxigeno (3 % O,, 4 %
CO, y 93 % N,) en una camara de incubacion
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modulada. Se utilizé RPMI-1640 suplementado
con 20 % de suero humano como medio de cultivo.

Los experimentos se realizaron en placas de
cultivo de 96 pozos con fondo plano (Nunc). Se
probaron concentraciones de extractos entre
100 wg/mL y 1,56 pug/mL, preparandose dilucio-
nes dobles en medio de cultivo hasta un volumen
final de 100 uL. A los extractos prediluidos se adi-
cionaron otros 100 uL. de medio que contenia
eritrocitos parasitados en suspension (1 % para-
sitemia, 4 % hematocrito), con mas de 90 % en el
estadio de trofozoito joven (formas anulares). Las
placas del ensayo se incubaron durante 48 h. Se
realizaron extensiones de la suspension celular
contenida en cada pozo. La multiplicacion de los
parasitos se midi6 mediante conteo microscopico
de parasitos tefiidos con Giemsa. Se examinaron
mas de 2 000 células rojas por cada extension. El
crecimiento de los parasitos en presencia de los
extractos se expres6 como un porcentaje de los con-
troles sin extracto. Cada concentracion de extracto
que causo alguna inhibicion se evalu6 3 veces. Se
calculd la concentracion del extracto que inhibid
50 % del crecimiento parasitario (Cl, ) utilizando
el método de interpolacion lineal.

Ensayo de citotoxicidad

Se utiliz6 una linea celular humana embridnica
diploide de pulmén (MRC-5) para determinar el
efecto citotoxico de los extractos de plantas. Las
células se cultivaron en medio minimo esencial
(MEM), suplementado con L-glutamina (20 mM),
16,5 mM de hidrogeno carbonato de sodio y 5 %
de suero fetal bovino a 37 °C en una atmosfera de
CO,a 5 %. La evaluacion se realizo en placas de
cultivo de fondo plano de 96 pocillos. Para el en-
sayo, se sembraron 15 000 células por pozo

TABLA 1. Datos de las especies vegetales evaluadas

Nombre Parte Numero

Familia Especie vulgar evaluada de registro

Annonaceae  Annona glabra L. Baga Hojas 8300098

Asteraceae Bidens pilosa L. Romerillo  Parte aérea 9700160
Pluchea odorata (L.)

Cass. Salvia Hojas 9700158

Euphorbiaceae Hura crepitans L. Salvadera Hojas 8600198

Urticaceae Cecropia peltata L.  Yagruma Hojas 8603239

Zingiberaceac Curcuma longa L. Yuquilla Hojas 9700178




54

suspendidas en un volumen de 100 uL. de MEM.
Después de la formacion de la monocapa confluen-
te, se adicionaron 2 UL de extracto prediluido para
un rango final de concentraciones de 200 pug/mL a
1,56 pg/mL. La incubacion se realizo durante 72 h
bajo las mismas condiciones de cultivo. Dime-
tilsulfoxido (DMSO) a 0,1 % y células no tratadas
se incluyeron como controles. Posteriormente, se
determind la citotoxicidad utilizando el ensayo
colorimétrico de la sal de tetrazolium MTT:® se
adicionaron 10 mL de la solucion madre de MTT
(5 mg/mL) en cada pozo y la incubacion de las
placas continud durante 4 h mas. A continuacion,
se adicionaron 100 mL de una solucion de dodecil
sulfato de sodio (SDS 10 % en 0,01 M HCI). La
cantidad de formazan formado se midié mediante
la determinacion de la absorbancia a 560 nm y a
630 nm (longitud de onda de referencia) utilizando
un lector de ELISA. El dafio causado por cada
concentracion de los extractos se expresd como
un porcentaje de la absorbancia de los controles.
La concentracion de extracto que causé 50 % de
la toxicidad celular o concentracién citotoxica
media (CC,)) se calculd por interpolacion lineal.
El indice de selectividad (IS) se determiné como el
cociente de los valores de la CC, y de la CI .

Analisis fitoquimico

Para efectuar el analisis fitoquimico del
extracto de H. crepitans se realizaron diferentes
ensayos quimicos®sin acoplar y acoplados a una
cromatografia en capa delgada.” Para realizar la
cromatografia se utilizaron laminas de vidrio
recubiertas de gel de silica 60 F,,,. La corrida
cromatografica se realizd en una camara con
acetato de etilo:metanol:agua (10:1,3:1, v/v) como
fase movil. Como sistemas reveladores se utiliza-
ron, la exposicion a luz ultravioleta (254 y 366 nm),
los vapores de amoniaco y la aspersion de vaini-
llina/acido sulfurico seguido de un calentamiento
a 105 °C.

RESULTADOS

Los valores de CI, de los 6 extractos de
plantas frente a P. falciparum se muestran

en la tabla 2; 4 extractos exhibieron actividad
(CL,< 100 g/mL) A. glabra, C. peltata, H. cre-
pitans y P. odorata.

El extracto hidroalcoholico de H. crepitans
exhibio valores de CI,; menores que 10 pug/mL y
fue el tinico de los extractos activos en mostrar
una accion selectiva sobre el parasito (IS> 10)
(tabla 2).

TABLA 2. Actividad antiplasmodial (CI,)), citotoxicidad frente
a la linea MRC-5 (CC,)) e indice de selectividad (IS) de los
extractos de plantas

P. falciparum MRC-5
Extracto CI,, (mg/mL) CC,, (ug/mL) IS
Annona glabra L. 74,3 62,5 <1
Bidens pilosa L. > 100 - -
Cecropia peltata L. 85,6 25,0 <1
Curcuma longa L. > 100 - -
Hura crepitans L. 5,7 107,7 18,8
Pluchea odorata L. 53,1 62,0 <1

El tamizaje fitoquimico de H. crepitans fue
consistente con la deteccion de alcaloides, lactonas,
triterpenoides o esteroides (o ambos), fenoles,
quinonas, flavonoides, antocianidinas, saponinas y
aminoacidos (tabla 3).

TABLA 3. Tamizaje fitoquimico del extracto de Hura crepitans L.

Ensayo Metabolito Hura crepitans L.
Dragendorff Alcaloides ++
Fehling Sustancias reductoras +
Baljet Lactonas +
Resins Resinas -
Foam Saponinas +
Lieberman-Burchard Triterpenoides

y/o esteroides ++
FeCl, Fenoles and taninos +
Ninhidrin Aminoacidos +
Borntrager Quinonas ++
Kedde Glicosidos cardio-

toénicos -
Shinoda Flavonoides ++

Antocianidina Antocianidinas ++

(-): negativo, (+): positivo, (++): muy positivo.

En la figura se confirma que el extracto
analizado es una mezcla de compuestos. Se ob-
serva una mancha fuerte en el punto de aplicacion
(compuestos polares), esta mancha y otras 2 mas
cercanas exhibieron un color amarillo al ser
expuestas a los vapores de amoniaco, lo cual



Fig. Cromatografia en capa delgada
del extracto de Hura crepitans. Perfil
combinado de las manchas observadas
después de exponer la placa a la luz
UV (254 nm) con las observadas a la
luz visible (rectdngulos). Se repre-
sentan, también, la mancha de fluores-
cencia azul evidente después de la
exposicion a luz UV (366 nm) (linea
negra), las manchas amarillas por la
exposicion a vapores de amoniaco
(elipses) y la posicion de las manchas
rojizas obtenidas después del revelado
con vainillina-sulfurico (flechas).

permite confirmar la presencia de grupos fenolicos
libres. Otra mancha menos intensa se observa en
el frente de corrida (compuestos apolares), el tra-
tamiento con vainillina y 4cido sulfurico revel6 un
color rojizo en esta posicion y en otra cercana, que
indica la presencia de triterpenoides. Se aprecid
fluorescencia azul en una posicion también cerca-
na al frente de corrida al exponerse a 366 nm.

DISCUSION

El descubrimiento de la quinina y de la
artemisina, 2 potentes antimalaricos obtenidos de
plantas, ha impulsado el estudio de mas de 900
extractos vegetales en los ltimos 20 afos.**** La
cuarta parte de estos extractos demostrd potente
actividad in vitro frente a cepas de Plasmodium
falciparum (valor de CI,, menor o igual que
10 pg/mL). Varios de sus principios activos han
sido aislados y evaluados como posibles drogas.”>
Aun no se han desarrollado nuevas drogas clinicas
a partir de estos productos, pero los estudios en
ese sentido contintan.

El Ministerio de Salud Publica de Cuba ha
potenciado el desarrollo de la medicina tradicional
impulsando el conocimiento de la flora medicinal
cubana, con la evaluacion farmacoldgica y
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toxicologica de especies de amplio uso popular.'
Ante la urgente necesidad internacional de nuevas
alternativas terapéuticas para la malaria, nuestro
grupo comenzd la evaluacion de la actividad
antimaldrica de especies de plantas usadas por la
poblacion.'!12

En este trabajo se evalud la actividad
antiplasmodial in vitro de extractos hidroalcohdlicos
de partes aéreas de otras especies usadas como
medicinales en Cuba: A. glabra L., B. pilosa L., C.
longa L., C. peltata L., H. crepitans L. y P. odorata
(L.) Cass.

La primera especie, nativa del caribe, com-
parte el mismo género con la especie Annona
muricata L., planta usada contra la malaria o las
fiebres en tres continentes."? Nuestros resultados
muestran que el extracto de A. glabra es activo
frente a P. falciparum (CI, < 100 pg/mL)>'* pero
aun bajo nivel (CI,> 50 pg/mL)". Por otra parte,
la determinacion de su citotoxicidad demuestra la
inespecificidad de su accion parasiticida. En la
literatura consultada no se hallaron reportes sobre
la actividad antiplasmodial de esta especie.

B. pilosa es una especie originaria de América
del Sur y de extensa utilizacioén en la medicina
natural y tradicional cubana.'® Su uso antimalarico
ha sido ampliamente estudiado en Brasil.!” Sus
extractos han mostrado valores de CI, entre 10,4
y 49,8 ug/mL frente a P. falciparum.’ La activi-
dad antimalarica le ha sido atribuida a la presencia
de flavonoides y acetilenos.'® El extracto evalua-
do por los autores del presente estudio no resultd
activo, esto puede ser debido a la variacion en la
composicion de metabolitos secundarios motivada
por cambios en la recoleccion, el suelo o factores
climaticos (0 ambos).!? La composicion del suelo
ya demostro ser critica para obtener extractos ac-
tivos en esta especie.'®

Otro extracto inactivo en nuestras condicio-
nes fue el obtenido de la especie C. longa. Esta
planta es de origen asiatico y se le han descrito
muchas propiedades, entre ellas la de ser antihel-
mintica.'” Su accion antimalarica fue demostrada
en Pert al evaluar un extracto del bulbo,? esta
parte de la planta debe ser incluida en un proximo
estudio para definir un criterio sobre la accion
antimalarica de esa especie en Cuba. C. peltata
es un arbol representativo de la zona intertropical
americana. A esta planta se le atribuyen, entre
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otras, propiedades antipiréticas®!. Ha sido utilizada
como antimalarico en algunos paises de América
Central, sin embargo, la actividad demostrada por
extractos de esta planta, incluido el de este estu-
dio, ha sido baja (CI,; > 50 ug/mL),"” por lo que
quiza su accion esté dirigida a combatir la fiebre
antes que a eliminar el parésito.

P. odorata es un arbusto silvestre oriundo de
América. La poblacion lo ha usado para combatir
el colera morbo y otras afecciones con predominio
de diarreas.”’ En Yucatan la planta se emplea como
antiinflamatoria y antipirética.?! Sus propiedades
anticancerigenas han sido bien estudiadas.?**
Aungque se ha responsabilizado con esta actividad
a compuestos sesquiterpénicos,” familia quimica
de conocida accion antimalarica,’ no ha sido com-
probada en los compuestos presentes en esta es-
pecie. Nuestro extracto mostrd baja actividad
antiplasmodial y pobre selectividad.

La salvadera, H. crepitans, es nativa de las
regiones tropicales de América. Este arbol es con-
siderado venenoso para las personas debido a la
toxicidad de sus semillas y su latex, empleados para
combatir afecciones cutaneas,?' como anti-
leishmanial®® y antihelmintico.?'** La actividad
antimalarica del latex fue investigada pero esta
result6 negativa.”> La moderada toxicidad mos-
trada por un extracto de hojas de esta especie’
en el ensayo de Artemia salina, estimulo a eva-
luar su accion antiplasmodial. Nuestro extracto
mostrdé muy buena actividad frente a P. falciparum
(CI,,< 10 pg/mL)* y excelente selectividad
(IS> 10).'* Extractos de hojas de otras especies
de la familia Euphorbiaceae han demostrado po-
tente actividad antimalarica in vitro, segtn la lite-
ratura a nuestro alcance este es el primer reporte
positivo para H. crepitans. Polifenoles como el
acido elagico,?> compuesto de elevada efectividad
como antimalarico® y otros flavonoides* han
sido extraidos de las hojas de las especies activas.
Nuestro extracto es una mezcla de compuestos en
la cual estdn presentes, también, compuestos
fenolicos.

De manera general se puede concluir que se
obtuvo un extracto con potente actividad anti-
malarica in vitro y alta especificidad (extracto
hidroalcoholico de hojas de H. crepitans). Estos
resultados avalan la continuidad de los estudios de
esta preparacion vegetal, tanto de su accidon
antimaldrica como de sus componentes quimicos.
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Antimalarial activity and cytotoxicity of hydroalcoholic
extracts from six plant species used in Cuban
traditional medicine

ABSTRACT

INTRODUCTION: malaria is the most important parasitic disease for
global health. Lack of the structural diversity in current
antimalarials demands the urgent search for new therapeutic
alternatives. The plants have shown their potential to provide
effective antimalarials, therefore, a large sample of Cuban
medicinal plants is being studied. OBJECTIVES: to evaluate
antimalarial activity of extracts from six plant species and to
determine their selectivity by meassuring cytotoxicity against
human cells. METHODS: hydroalcoholic extracts from Annona
glabra L., Bidens pilosa L., Cecropia peltata L., Curcuma longa
L., Hura crepitans L. and Pluchea odorata (L.) Cass. were
prepared. Their activity was evaluated in vitro against Plas-
modium falciparum and human fibroblasts MRC-5. The mean
inhibitory concentration, the mean cytotoxic concentration
and the selectivity index were estimated. A preliminary
phytochemical screening of the most active extract was made.
Resurts: H. cre-pitans extract was the only one that showed good
antiplasmodial activity (mean inhibitory concentration of
5,7 ng/mL) with excellent selectivity (selectivity index of 18,8).
Phytochemical screening revealed the presence of phenolic
compounds, triterpenoids, alkaloids, quinones, flavonoids and
anthocyanidins. CONCLUSIONS: one extract with potent antimalarial
activity in vitro was obtained. This result is an incentive to
continue studying this vegetal preparation.

Key words: malaria, Plasmodium falciparum, antimalarial
activity, plants, Hura crepitans, Euphorbiaceae.
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