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RESUMEN

Para la realizacion del presente trabajo, se utilizo hojas
de la especie vegetal denominada Matico (Piper
aduncum) que pertenece a la etnia Tacana, provincia
Abel lturralde del departamento de La Paz. El extracto
organico y las fracciones de esta planta fueron
evaluadas a través del test de inhibicién de la
biomineralizacion de la ferro-protoporfirina-IX (FBIT),
método "In vitro" (no directo), utilizado para la deteccion
y evaluacién de la actividad antimalanca.

Los resultados de la actividad antimalarica, se
reportaron de acuerdo al valor de las Clgg
(concentracién inhibitoria del 50% de la
biomineralizacién de la FP-1X) donde el extracto crudo
organico presenta un Clsg de 2.24 mg/ml y del
seguimiento bio-dirigido de separacién por
cromatografia liquida al vacio VLC, se logré purificar
en 6 fracciones; que, incluyendo el extracto organico,
presentan muy buena actividad antimaléarica con un
Clgg < 6 igual a 5mg/ml, excepto la fraccion F1, con
un Clsg de 5.60 mg/ml. La fracciéon mas representativa
F2 (40%), presenta una actividad antimalarica con un
Clsg de 1,12 mg/ml.

Cabe hacer notar que el presente estudio forma parte
del proyecto financiado por la OEA: "Aprovechamiento
de la Flora Regional como Fuente de Farmacos contra
Parasitos y Cancer” realizado en el Instituto de
Investigaciones Farmaco-Bioquimicas de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas (UMSA).

ABSTRACT

With reference to the Piper aduncum (Matico) in front to
the test (FBIT) of the crude extract organic, it showed
antimalaria activity. This activity had Clsq of 2.24 mg/ml.
Using a vacun liquid chromatographic VLC, six fraction
was purificated and showed very good antimalaria activity
with a Clsg less 0 equal to 5 mg/ml, except the fraction F1
with Clsy of 5.60 mg/ml. The principal fraction F2, with
antimalana activity of ICsq to 1.12 mg/ml.

The present work is part of one project support by OEA:
"Regional flora as new sources of Drugs Against parasites
and cancer." This work was carried out by the Institute
of Investigations Pharmaco Biochemistry of the
Universidad Mayor de San Andrés, La Paz-Bolivia.
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INTRODUCCION

Eluso de las plantas en las distintas sociedades y culturas,
a lo largo del tiempo, viene siendo empleado para aliviar
distintas dolencias que son causa de enfermedad. Asi
podemos sefialar que en las épocas que preceden a la
conquista espafiola, en el territorio que corresponde hoy
a Bolivia, tanto el Imperio Incaico como la cultura Aymara
habian desarrollado una serie de conocimientos en el
uso de plantas medicinales que hicieron que esta region
recibiera el nombre de Kollasuyo o "pais de la medicina".!

La identificacién del valor curativo de las plantas a
provenido, generalmente, de la informacion proporcionada
por el saber médico tradicional y que ha sido utilizada
ampliamente para la investigacién fitoquimica, la
identificacion det principio activo y, en algunos casos,
para el desarrollo y produccién de medicamentos.?

La situacion de la malaria en el mundo tropical se agrava
cada afio, por la disminucién de los esfuerzos de la lucha
contra esta enfermedad debida a la crisis econémica,
asi como el precio de los medicamentos antimalaricos,
fuera del alcance de las poblaciones que viven en zonas
endémicas, asi como al desarrolio de la resistencia de
los vectores a insecticidas de elevado precio, la expansion
de la resistencia del parésito a la cloroquina y a la mayoria
de los otros antipallddicos utilizados. Este fendmeno es
debido principalmente a la vida comercial muy corta de
los antipaludicos a causa del establecimiento rapido de
la resistencia y a los bajos ingresos econdmicos
provenientes de la venta de estos medicamentos que,
por los elevados costos de desarmrollo, son denominados
"huérfanos" de la ciencia comercial .3

Ef agente causal de la enfermedad de la malaria
(Plasmodium) en su fase eritrocitaria, metaboliza la
hemoglobina y elimina los grupos heminicos
polimerizandolos en hemozoina atéxica. Una droga capaz
de bloquear este proceso es potencialmente toxica para
el parasito. Por lo tanto la elaboracién de un test basado
en el estudio de la actividad de drogas sobre la conversion
de hemina en hemozoina permite ampliar la deteccién
de potenciales farmacos antimalaricos.4

Segun estudios etnobotanicos, las hojas frescas y secas
de la planta Piper aduncum son utilizadas por la Etnia
Tacana, principalmente en forma de mate para curar el
resfriado y la fiebre o para tratar enfermedades venéreas
y en forma de emplastos como antihemorragico.s

La especie vegetal Piper aduncum fue seleccionada para
realizar la purificacién preliminar biodirigida de los posibles
metabolitos responsables de la actividad anlipaltdica, ya
que estudios bibliograficos indican que presenta ademas
actividad biolégica contra hongos (Neurospora crassa,
C. albicans), y bacterias (B. subtilis, S. aureus).

En estudios preliminares realizados en el Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas (I.1.F.B), la fraccidn
(PA 2) obtenida de forma similar a la hecha en el presente
estudio, utilizando como diluyente una mezcla de éter de
petréleo y éter dietilico EP:Et,O (1:1) luego de ser llevado
el extracto orgénico de la Piper aduncum a una
cromatografia liquida al vacio en gel de silice (C.L.V.)
donde se obtuvieron 4 fracciones entre ellas la citada
fraccion (PA-2) de la que se pudo determinar a través de
pruebas antifingicas contra N. crassa que presentd
actividad a una concentracidn de 60 pg/ml y contra C.
albicans no presento actividad. Esta fraccion fue sometida
a una cromatografia de exclusion Sephadex LH-20,
posteriormente purificada mediante cromatografia en
capa fina aislandose tres metabolitos secundarios: 5,7-
dihidroxiflavona, Pinocembrin, (P-1); 5,7-dihidroxi-4'-
metoxiflavanona, Angophorol, (P-2) el 4cido 3-(3",7 dimetil-
2’ 6'-octadienil)-4-metoxibenzoico (P-3), los cuales fueron
evaluados biolégicamente de tal manera que en la prueba
antiflingica los productos P-1 y P-2 presentan actividad
hasta 60 yg/ml , igual al extracto crudo PA y la fraccion
PA-2, en cambio el producto P-3 tiene actividad solo hasta
250 pg/ml.

En la prueba antiparasitaria tales metabolitos P-1
(Clsg= 5 pg/ml), P-2 (Clsg=6.7 pg/ml) y P-3 (Clso= 6.7 pg/mi)
frente a L. braziliensis se ha incrementado la actividad con
respecto a la del extracto organico PA (Clgy= 37ug/ml);
frente a L. amazonensis y L. donovani en los productos P-
1 (Clsg= 6.7 pg/ml) y P-2 (Clsg= 10 pg/mi) la actividad
antiparasitaria se ha incrementado con respecto a la
del extracto organico; en cambio, en el producto P-3 ha
disminuido la actividad biolégica (Clse= 50 pg/ml) frente a
ambos parasitos.

Cabe hacer notar que dichos metabolitos responsables
de la actividad antiparasitaria y antifingica fueron
determinados estructuralmente mediante técnicas
espectroscopicas de UV, IR, MS,1H- y C,;-RMN y
representan estructuras correspondientes & flavanonas,
dihidrochalconas, derivados del acido benzoico y del
benceno. ®
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MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este estudiv se utilizo hojas
secas de la especie vegetal Tacana Piper aduncum,
clasificada botdnicamente de acuerdo a un cédigo
especifico, 6rgano empleado, familia, orden, género,
especie y nombre vernacular o nativo como se muestra
en la tabla N°1.

PREPARACION Y OBTENCION DEL
EXTRACTO CRUDO

Las hojas secas y molidas de Piper aduncum (154g)
fueron maceradas en etanol al 70% por 96 hrs, al cabo
de las cuales se procedio6 a filtrar, para luego concentrar
al vacio por rotaevaporacion y de esta manera obtener
el extracto crudo. El etanol empleado para la
extraccion, fue purificado en destilador de solventes.
Para la evaporacion del extracto, se uso un
rotaevaporador - Buchi RE 111 acoplado a una bomba
al vacio de membrana Vacumm.

SEPARACION QuimicA

El extracto crudo obtenido, de la especie vegetal Piper
aduncum, se re-suspendioé con Diclorometano-agua
(CH,CI, -H,0O) ver tabla N°3; para la extraccion liquido-

liquido y asi lograr la separacion en dos fases
obteniéndose, de esta manera, un extracto organico y
otro acuoso; el extracto orgéanico fue evaporado a
sequedad y el extracto acuosc congelado a -50°C y
liofilizado. Del extracto organico se determind el peso y
el porcentaje de rendimiento (%R) como se detalla en la
Tabla N°3.

El extracto organico de la especie Piper aduncum fue
sometido a una purificacidn preliminar, utilizando
cromatografia liquida al vacio VLC con silicagel 60H (SiO2)
usando una columna 12x6 cm, luego que previamente, 6
gramos del extracto crudo organico sea disuelto con 30
gramos de silicagel; el mismo se rotaevaporo y secd hasta
obtener un polvo.

La columna fue empaquetada con 150 gramos de silica
gel para luego de colocar la mezcla ya preparada del
extracto organico-(SiO2), para que esta sea eluida con
mezclas de solventes en orden creciente de polaridad
como se describe en la tabla N° 2

Se obtuvieron 6 fracciones que, juntamente con el
extracto organico, se determiné sus pesos y porcentajes
de rendimiento como se muestra en la tabla N°3.
Tanto el extracto organico como las fracciones fueron
evaluados para determinar la actividad antimalarica
mediante el test (FBIT). 7

TABLA N°1.
CLASIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE VEGETAL TACANA PIPER ADUNCUM

[copico . | 6ReANO | FamiLia

l (")GB1893 Hojas Piperacea Piperales

T NowmBRE covuN |
J

Piper aduncum Matico

TABLA N°2.
MEZCLA DE SOLVENTES UTILIZADOS PARA LA ELUCION
CROMATOGRAFICA EN COLUMNA DEL EXTRACTO ORGANICO

TBiLucen

MEZCLA DE SOLVENTES - ABREVIATURAS " VOLUMENES ml)
ETER DE PETROLEO EP - 1000 ml

ETER DE PETROLEQ : ETER DIETILICO EP.ED 7:3 1000 mi

ETER DE PETROLEOQ : ETER DIETILICO EP.ED 1:1 2000 ml

ETER DE PETROLEO : ETER DIETILICO EP: ED 1:1 2000 ml'
ETERDIETILICO ED - 1000 ml

ETER DIETILICO : METANOL ED:MeOH 82 500 ml |
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TABLAN 3.
PORCENTAJES DE RENDIMIENTO Y PESOS DEL EXTRACTO ORGANICO

Y DE LAS FRACCIONES DE Piper aduncum LUEGO DE LA (C.L.V.)

0pIGO " SOLVENTE | PES

Ext. Organico CH26|2.H20 7.6

F1 EP 0.215 2.8
F2 EP: ED (7:3) 3.064 40.2
F3 EP: ED (1:1) 1.155 15.1
F4 EP: ED (1:1) 0.362 4.7
F5 ED 0.268 34
F6 ED:MeOH (8:2) 1.287 16.9

ENSAYOS QUIMICO-BIOLOGICOS PARA
DETERMINAR ACTIVIDAD ANTIMALARICA.

Para la realizacién de los ensayos quimico-biolégicos,
en la evaluacién de la actividad antimaldarica in vitro (No
Directa) mediante el Test de Inhibicion de la
Biomineralizacion de la Ferroprotoporfirina IX (FBIT) se
utilizé soluciones de hemina-DMSQO (0,5 mg/ml), Tampén
Acetato de Sodio (pH 4.4-4.5), NaOH 0,1N, solucidn
extracto/DMSO y fracciones, colocadas en estricto orden
en microplacas de cultivo de 96 pozos de fondo plano,
mas un solvente-control (DMSO), para realizar luego,
la lectura de la absorvancia en un lector ELISA
Awareness-Technology Inc. model Stat fax-2100.

Se utiliza un derivado sintético como es la hemina o
hematina, que se transforma en beta-hematina (FPIX) al
realizar el proceso quimico, protocolo usado en el método
descrito por Basilico et al.8, el cual se realiza en una
microplaca de 96 pozos donde se colocaron 50 pl de
solucién de Hemina (0,5 mg/ml), 100 ul de Tampon
Acetato de Sodio (pH 4.4-4.5), 50 pl de la solucidén extracto
organico/DMSO (10mg/ml), 504l de cada fraccién diluida
con DMSO a razén de 10mg/ml y 50 | de la droga de
referencia (difosfato de cloroquina) por cada pozo, mas
50 yl de un control DMSO. |.a microplaca fue colocada
en una estufa a 37°C por espacio de 18 a 24 hrs.

Transcurrido este tiempo se centrifugé la microplaca a
3000 r.p.m. durante 5 minutos, y se eliminé el
sobrenadante.

Luego se coloco 200 ul de DMSO y se procedio a
centrifugar nuevamente a 3000 r.p.m. durante 5 minutos,
y eliminar el socbrenadante.

Se agregaron luego 150 pl de NaOH 0,1 N, para optimizar
el pH, se agit6 la placa por 30 segundos y se realizo la
lectura de la absorvancia, utilizando un lector ELISA a
450 nm.

La absorvancia es proporcional al porcentaje de
inhibicion de la biomineralizacién de la hemina. El
porcentaje de inhibicion se calculé mediante la formula:

D.0. control - D.O. Droga x 100

i) %Inh =
D.O. control

El calculo de la Clgg (concentracion inhibitoria del 50%
de la biomineralizaciéon de la hemina) se realiz6 mediante
la formula:;

ii) Log (Clg)= log (X,) + 359 -Y1 flog (X)) - log (X,)]
Y2-Y1

X.= concentracion de la droga que da una inhibicién de

la hemina Y1 > 50% ;

X,= concentracion de la droga que da una inhibicion de
la hemina Y2 < 50%

1

Sdlo aquellos extractos con un porcentaje de inhibicion
superior al 50 % fueron considerados activos.

Para considerar los valores de Clsg se toman en cuenta
los siguientes criterios de interpretacion:

Inactivo: Cl > 10mg/ml

Poco activo: 5< Cl,,< 6 = 10mg/ml
Activo: 1< Clgy< 6 = 5mg/ml

Muy activo: Clg< 6 = 1mg/ml 9

i
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las hojas secas de la especie vegetal Piper aduncum,
fueron sometidas a una extraccion por maceracion
con etanol al 70 % y asi se pudo obtener el extracto
crudo que se re-suspendid con Diclorometano-agua
(CH.CI, -H,0); para asi obtener un extracto crudo
organico del que se determin6 el peso y el porcentaje
de rendimiento (%R) como se detalla en la Tabla N°3.

Tal extracto fue sometido a una purificacién preliminar,
utilizando cromatografia liquida al vacio (VLC),
obteniéndose de este proceso 6 fracciones a las cuales,
incluyendo el extracto orgénico, se les evalué su actividad
antipaludica in vitro mediante el Ensayo de Inhibicién

de la Biomineralizacion de la Ferroprotoporfirina IX
(FBIT). Tanto el extracto organico como las fracciones
purificadas se evaluaron por triplicado a concentraciones
de 10; 5 y 2.5 mg/ml ; aquéllas que resultaron ser activas
fueron evaluadas una vez mas a concentraciones de
10; §; 2.5 y 1.25 mg/ml; presentando un valor Clg; menor
a 1.25 mg/ml, para de esta manera, poder confirmar su
actividad, como se observa en la Tabla N° 4, grafico
N°1. De la misma forma, fue tratada la droga de referencia
(difosfato de cloroquina), preparada en 4 concentraciones
a partir de 10 mg/ml para el posterior calculo de su Cls,.

Los resultados de actividad de los extractos, se reportaron
de acuerdo al porcentaje de inhibicion y al valor de la
Cls, (concentracién que inhibe el 50% de Ia

TABLA N° 4.

RESULTADOS EN ORDEN DECRECIENTE DE ACTIVIDAD ANTIPALUDICA A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DEL EXTRACTO ORGANICO Y DE LAS FRACCIONES DE LA ESPECIE VEGETAL Piper aduncum

F3 EP. ED (1:1) 61 70 76 78 1,03
F2 EP:ED (7:3) 57 69 7 79 112
Fé ED:MeOH (8:2) 50 83 85 69 125
F4 EP-ED(1:1) 48 6t 7 " 161
F7 Ext. Org. CH2CI2.H20 40 52 61 62 24
Fé ED 0 48 61 85 283
Ft EP 2 4 48 63 5,60
hICSO(CloroquIna) =0.06 mg/ml =450 nm
GRAFICO N°1

SEGUIMIENTO DE LA ACTIVIDAD ANTIMALARICA DEL EXTRACTO ORGANICO Y SUS FRACCIONES PURIFICADAS
DE LA ESPECIE VEGETAL Piper aduncum MEDIANTE EL TEST FBIT A DISTINTAS CONCENTRACIONES

Piper aduncum vs. FBIT
90 - e =D
80
70 F3
% 60 =4
50 .. F5|
% 2 e ——F1
20 Y% ‘
10 = L BT
0 ‘/ T T 1
0 1,25 2,5 5 10 mg/ml
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biomineralizacion de la hemina) calculada acorde con
las férmulas (i) y (ii).

Los valores de los porcentajes de inhibicion e Cl,
obtenidos se muestran en la tabla No 4.
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