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Resumen VII

Resumen

El presente estudio buscdé contribuir a la validacion del uso de una preparacion tradicional
a base de Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff, empleada como antimalarico
por la comunidad Ciudad Hitoma del Amazonas Colombiano. Para lo cual se evalu6
comparativamente la actividad farmacoldgica y el perfil fitoquimico preliminar del remedio
tradicional con respecto a extractos primarios obtenidos en laboratorio por técnicas de
extraccion reflujo y percolacion.

Para la evaluacion de la actividad antimalarica, se emplearon los modelos farmacoldgicos
in vitro e in vivo actualmente optimizados por el grupo de investigacion FaMeTra; a través
del ensayo de inhibicién de la invasion y desarrollo del parasito empleando la cepa FCR-
3 de Plasmaodium falciparum y del modelo de malaria murina “Test de Peters” cepa P.
berghei ANKA respectivamente.

Las pruebas sugieren que tanto el remedio original de la comunidad como los extractos
presentan nivel de actividad in vitro e in vivo buena a moderada segun los criterios de
la red RITAM, validando la actividad del remedio en estos modelos.

Se determiné a través de cromatografia en capa delgada CCD; la presencia de una
mezcla de compuestos tipo esteroide y alcaloide que presentan alta similitud en las tres
preparaciones, y a los cuales puede atribuirse la actividad farmacologica. Por lo tanto se
logra obtener una preparacion de laboratorio que mantiene las caracteristicas
fitoquimicas globales de la preparacion tradicional y la actividad biolégica, evidenciando
gue el tipo de extraccién no afecta la actividad de las preparaciones frente a las cepas
empleadas.

La especie vegetal puede considerarse de interés farmacol6gico no solo para la
validacion de su uso tradicional sino ademas para el uso sostenible de recursos naturales
accesibles para el tratamiento de la enfermedad en zona endémica.

Palabras clave: Malaria, plantas medicinales, medicina tradicional, etnofarmacologia,
antimalaricos, Plasmodium.



VI Abstract

Abstract

The aim of the present paper was to contribute to the validation of the use of a Curarea
toxicofera (wedd) based traditional preparation utilised as antimalarial by the community
of Colombian Amazon “Ciudad Hitoma”. For this, comparative evaluation of remedy’s
pharmacological activity and its preliminary phytochemical profile was performed
regarding its primary extracts obtained in the laboratory throughout reflux and percolation
extraction techniques.

To evaluate the antimalarial activity, in vitro and in vivo pharmacological models, adapted
and optimised by FaMeTra Research Group, were carried out, through the inhibition test
of parasite’s invasion and development using FCR-3 Plasmodium falciparum strain; and
the murine malaria “Peter’s Test” using P. berghei ANKA strain.

The results suggested that both the original remedy and its extracts show good to
moderate in vitro and in vivo activity, according to RITAM'’s criteria, thus validating
remedy’s activity in this models.

Through Thin-Layer Chromatography TLC, it was found a mixture of steroid and alkaloid
type compounds qualitatively similar in all three preparations which may be connected
with its pharmacological activity. As a result, it was possible to obtain a lab preparation
that maintains the phytochemical features and biological activity of the traditional
preparation, showing that the type of extraction does not affect the activity of the
preparations face to the parasite strains used.

The plant may be considered of pharmacological interest, not only to validate its traditional
use but also for the sustainable use of accessible natural resources for treating the
disease in endemic area.

Keywords: Malarial, medicinal plants, tradicional medicine, ethnopharmacology,

antimalarials, Plasmodium.
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Introduccidén

Colombia es un pais con caracteristicas geograficas, ambientales y epidemioldgicas
propicias para la transmision de la malaria. Cerca del 85% del territorio rural colombiano
esta situado por debajo de los 1.500 metros sobre el nivel del mar, teniendo como
consecuencia de manera aproximada que el 60% de la poblacién se encuentre en riesgo
de enfermar por esta causa. Segun el boletin epidemioldgico semanal de la Direccién de
Vigilancia y Andlisis del riesgo en Salud Publica del INS, hasta la semana epidemiolégica
36 de 2015 (06 a 12 de septiembre de 2015), se notificaron al SIVIGILA 30.876 casos de
malaria no complicada y 577 casos de malaria complicada, ademéas de nueve casos de
muertes en estudio por malaria. Segln las dltimas estimaciones, a nivel mundial se
produjeron 214 millones de casos de paludismo en 2015 que ocasionaron la muerte de
unas 438.000 personas (INS, 2015).

Adicionalmente dicha patologia representa un problema social y econémico de gran
importancia, se afirma que existe una relacién directa entre pobreza y malaria (Sachs &
Malaney, P., 2002) asi, la falta de una vacuna eficaz, la creciente expansion de parasitos
resistentes a antimalaricos comunes y los altos costos del tratamiento, dificultan el control

de la enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior, se hace imperativa la busqueda de opciones que permitan
una mejor intervencion en el desarrollo de la enfermedad para lo cual la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda la implementacion de combinaciones terapéuticas
como estrategia en contra del desarrollo de parasitos resistentes y el aprovechamiento

del conocimiento de la medicina tradicional acumulado en los habitantes de regiones
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donde la malaria es endémica. De esta manera podemos pensar en nuevas alternativas
enfocadas al buen uso de los recursos propios del pais y a la rigueza en comunidades
que desarrollan tratamientos médicos ancestrales, pues como es sabido en Colombia el
arraigo tradicional y la relacion estrecha entre las poblaciones y la naturaleza en muchos

casos es marcada.

El acercamiento a la comunidad indigena Ciudad Hitoma se ha venido adelantando por
parte del grupo de investigacion FaMeTra desde hace méas de 12 afios; por lo tanto se
han consolidado relaciones de confianza con dicha poblacion, generando oportunidades
de investigacién. En consecuencia, trabajos precedentes adelantados por el grupo de

investigacion, son un importante punto de partida.

Teniendo en cuenta resultados previos del grupo de investigacion (Céardenas, P., 2011) y
basados en la cultura, creencias, rituales y demas elementos que giran alrededor de las
practicas recurrentes de la comunidad indigena, se tuvo acceso a un remedio preparado
por el médico tradicional. Por lo tanto se registra el uso de un bejuco conocido en la regién
el cual es empleado en decoccién para lograr remisién en los pacientes con malaria,

especie vegetal Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff.

En consecuencia se obtiene la preparacion tradicional y se proponen estrategias
metodoldgicas para su reproduccion a nivel de laboratorio (extracto primario), realizando
la caracterizacion de éstas, mediante algunas técnicas fitoquimicas y protocolos de
evaluacién de actividad antimalarica como son: actividad antiplasmodial in vitro
empleando el modelo de cultivo de P. falciparum y evaluacioén la actividad antimalarica in
vivo, mediante el modelo de malaria murina donde el indicativo de eficacia es el

porcentaje de inhibicion de la parasitemia.

Con el presente trabajo ademés de contribuir a la validacion del uso de esta preparacion
por parte de la comunidad, se busc6 documentar su uso dado el panorama de la pérdida
de interés de las presentes generaciones hacia la medicina tradicional; generando
aportes relevantes en el campo de la etnofarmacologia como disciplina emergente en

nuestro pais. Asi mismo se aporta y motiva la investigacion de otras preparaciones
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tradicionales de diversas comunidades reconociendo el potencial de la sabiduria
ancestral y procurando el cuidado y conservacion de este conocimiento y de la poblacion

gue lo posee.

El trabajo con la comunidad permite evidenciar problemas epidemiolégicos y sociales de
importancia en el territorio nacional, con lo cual la iniciativa de investigar patologias como
la malaria en zonas endémicas sensibiliza a los investigadores a realizar aportes para
mejorar la calidad de vida de las personas en estas comunidades, convirtiéndose en una

meta personal que trasciende al alcance de los objetivos de este proyecto.

Finalmente, se retornaron resultados a la comunidad bajo los lineamientos del Protocolo
de Nagoya, promoviendo una politica de investigacion transparente que pretende dejar
espacios abiertos para futuras oportunidades.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar comparativamente la actividad antimalarica y el perfil fitoquimico
preliminar de un remedio antimalarico tradicional con respecto a un extracto
primario; documentando su preparacion y contribuyendo en la validacion de su

uso.

Objetivos Especificos

Profundizar el acceso a una comunidad indigena y estudiar su conocimiento
tradicional relacionado con terapias frente a malaria.

Generar a partir de material vegetal seleccionado segun las indicaciones del
médico tradicional, colectado e identificado, un extracto primario que
reproduzca las condiciones del remedio tradicional.

Evaluar in vitro la actividad antiplasmodial del remedio tradicional y del extracto
primario.

Evaluar in vivo la actividad antimalarica del remedio tradicional y del extracto
primario.

Determinar perfiles cromatogréficos preliminares del remedio tradicional y el

extracto primario.



1.1. Marco Teérico
1.1 Generalidades de la Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria que se produce en las regiones ecuatoriales
del mundo, es potencialmente mortal; alrededor de 3.200 millones de personas estan
expuestas. En 2015 hubo unos 214 millones de casos de la enfermedad, que segun las
estimaciones, costaron la vida a 438 000 personas (OMS, 2015).

Los mas afectados son los nifios menores de 5 afios y las mujeres embarazadas, todos
los dias mueren en el mundo 3.000 nifios a causa de esta enfermedad (Nguta, J., et al.,
2010); al afio mueren 200.000 lactantes como consecuencia de la adquisicion de la
enfermedad durante el embarazo y las tasas de mortalidad materna se calculan entre 10
y 50% (OMS, 2013).

A pesar de la variacion epidemioldgica de la malaria, la carga de la enfermedad se esta
reduciendo notablemente en muchos lugares; un diagnéstico oportuno y un tratamiento
adecuado pueden evitar la muerte contribuyendo en la reduccién de su transmision,
ejemplo de ello es la disminucién en la mortalidad de los infantes en al menos un 65%.
(OMS, 2015), para lo cual el aumento de las medidas de control y prevencion adquieren
gran importancia. Asi, muchas de las regiones afectadas deben dar prioridad a la
reduccion de la mortalidad y la morbilidad antes de aspirar a la eliminacién, lo que quiere
decir cero incidencias de casos locales (Chilengi, R & Gitaka, J., 2010).

La enfermedad es transmitida al ser humano por la picadura del mosquito hembra de
Anopheles, que previamente ha tenido contacto sanguineo con un hospedero humano
ya infectado; es producida por parasitos del genero Plasmodium. La transmisién se ve
favorecida por las épocas de lluvia, en condiciones de temperatura y humedad
adecuadas para la reproduccioén del vector. Entre los principales sintomas se encuentran
la fiebre aguda, dolor de cabeza, escalofrios y vomitos; sintomas que pueden aparecer
entre los 7 y 10 dias después de la picadura del vector de transmision (Flores, A., et al.,
2001). Un diagnostico realizado a tiempo puede evitar casos graves que pueden
desencadenar incluso en la muerte.
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1.1.1 Malaria en la actualidad

Se tienen cifras estimadas de transmision de malaria, para el afio 2014, 97 paises y
territorios tenian transmision en curso (OMS, 2015); el mayor porcentaje de muertes se
presenta en el Africa siendo cerca del 90% (UNICEF, 2013). No obstante, el continente
asiatico, América Latina, en menor medida el Medio Oriente y partes de Europa también
se ven afectados. Existen estimaciones que indican una tendencia a la disminuciéon de
casos entre el 2000 y el 2013 en un 30% Yy un porcentaje cercano a 50% en cuanto
mortalidad. Manteniéndose el ritmo anual de disminucién de los dltimos 13 afios, para
el 2015 la incidencia de malaria se redujo en un 37% a nivel mundial y las tasas de
mortalidad en un 60% (OMS, 2015).

En la region de las Américas, después de Brasil con aproximadamente el (42%) de los
casos, Venezuela es el segundo pais con mayor numero de casos (18%), y se reporta
Colombia con (12%) de los casos (OMS/OPS, 2015). En afios anteriores ser registraba
Bolivia (1,9%) y Ecuador (1,1%), asi como el Caribe, principalmente Haiti (2,8%), y
algunos paises de Centroamérica, Guatemala (3,8%), Panama (0,4%) y Honduras
(1,5%). Un nimero limitado de casos (0,3%) también se informé en México (Arévalo-
Herrera M., et al., 2012).

En Colombia particularmente hay predominio de la enfermedad en regiones con altitud
inferior a 1.000 m.s.n.m, aspectos que entre otros favorece la transmision,
constituyéndose un perfil ecoepidemioldgico especifico y propicio. Areas rurales con
cerca de 100 municipios son zonas predominantes, con cargas de enfermedad del 95%,
enmarcadas en tres principales focos de produccién y dispersion de la enfermedad: el
foco de Uraba - Bajo Cauca — Sur de Cérdoba; el foco de la Costa Pacifica y el foco de
transicion de la Orinoquia-Amazonia (INS/OPS, 2015).

Aun teniendo en cuenta el subregistro en la notificacion del lugar de origen de los casos
de malaria, se tiene por generalidad que las condiciones ecoldgicas, sociales, culturales
y geograficas son determinantes para una alta dispersién de la enfermedad (INS, 2013).
Segun (Sachs & Malaney, P., 2002) “Cuando la malaria prospera mas, las sociedades
humanas han prosperado menos”. Existe una relacion directa entre la pobreza, la
malaria y su distribucién a nivel mundial. El crecimiento econdémico en bajas tasas que
presentan los paises con la enfermedad endémica, es una de las evidencias de este
fendmeno; padecer la enfermedad afecta el desarrollo demogréfico, la productividad
laboral, el ahorro, la inversion e incluso el hecho mismo de la fertilidad autbnoma y
responsable (Sachs & Malaney, P., 2002).
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1.2 El parasito

La enfermedad es producida por protozoos del género Plasmodium que incluye mas de
100 especies de las cuales 22 infectan a primates no humanos y 82 son patégenos de
reptiles y aves (Cox, F., 2002). Cuatro especies de parasitos pueden infectar al ser
humano: Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malarie y Plasmodium
falciparum, siendo esta Ultima la especie méas patdégena y mortal para el ser humano, los
eritrocitos infectados pueden incluso obstruir vasos sanguineos a nivel cerebral
provocando la muerte (Snow, R., et al.,, 2004) consultado en (Tuteja, R., 2007).
Adicionalmente se tienen reportes acerca de la infecciobn en humanos por Plasmodium
knowlesi, una especie que causa la malaria en monos y se produce en algunas zonas
boscosas de Asia sudoriental (OMS, 2013).

Las principales diferencias entre estas cuatros especies estan relacionadas con su
ubicacion en zonas geograficas, la apariencia morfolégica microscépica que presentan,
su potencial de infeccién y las recaidas que provocan (Tuteja, R., 2007). En la figura 1-1
se presentan caracteristicas morfoldgicas de las diferentes especies de Plasmodium spp.
gue afectan al ser humano, estas presentan gran relevancia para el diagnostico de la
enfermedad.

Figura 1-1. Morfologia de cuatro especies de Plasmodium causantes de malaria en

humanos. Consultado Enero de 2015.
Adaptado de: http://www.portalesmedicos.com/publicaciones/articles/447/1/Paludismo.html.
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1.2.1 Ciclo de vida del parasito

La transmision del Plasmodium se da por la picadura de hematéfagos antropofilicos del
genero Anopheles. Una vez el mosquito ha picado a un humano infectado, los
gametocitos tomados de este hospedero se desarrollan sexualmente en su tracto
digestivo, evolucionan desde ooquinetos pasando por ooquistos hasta llegar a
esporozoitos que migran a las glandulas salivales (etapa denominada ciclo
esporogonico), siendo inyectados en el torrente sanguineo de un nuevo hospedero
humano (Tuteja, R., 2007) cuando ingresan a este organismo, la migracion por fluido
sanguineo les permite la invasion de hepatocitos, en donde tiene lugar la reproduccién
asexuada del parasito o esquizogonia permitiendo la formacién de merozoitos; alcanzada
su madurez las células que los contienen se rompen liberandolos a la circulacién, asi
infectan glébulos rojos en donde se multiplican nuevamente pasando por sus diferentes
estadios, anillos, trofozoitos, esquizontes y finalmente nuevos merozoitos que se liberan
e invaden otros eritrocitos, esta fase es la responsable de la sintomatologia de la malaria
En cada glébulo rojo se produce una esquizogonia que da lugar a la formacién de 4 a 36
merozoitos en 48-72 horas, segun la especie de parasito (Deharo, E., et al., 2000).

La transmisién del parasito entre sus dos hospederos involucra transformaciones
morfolégicas notables que de manera ciclica se repiten constantemente, tal como lo
muestra Figura 1-2

Figura 1-2. Ciclo de vida del Plasmodium
Adaptado de: (Aminake & Gabriele Pradel., 2013)
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1.3 El vector

Existen aproximadamente 400 especies de Anopheles alrededor del mundo, de los cuales
cerca del 15% son transisores de la enfermedad en condiciones naturales y un 7,5% se
consideran de gran importancia (Tuteja, R., 2007). Anopheles gambiae es la principal especie
transmisora del P. falciparum (Nathan, J., et al., 2014). En Colombia se tienen registros de
43 especies, siendo consideradas como vectores principales A. albimanus, A.darlingi y A.
nufiez-tovari (Olano, V., 2001) en (Gémez, G., et al., 2010).

El hospedero invertebrado se reproduce en el agua y se ve favorecido por condiciones de
temperatura, precipitaciones y humedad, de esta manera la epidemiologia de la enfermedad
se encuentra estrechamente relacionada con condiciones climaticas y geograficas (Tellez, J.,
et al., 2004). En muchos lugares la transmisién es estacional, en muchos otros pueden
presentarse picos durante y después de la época de lluvia; asi, puede estimarse que
aproximadamente la mitad de la poblacion mundial esta en riesgo por lo que se establece
incluso como un problema de salud publica.

Teniendo en cuenta la problemética que representa la malaria para el mundo entero, se tienen
previstas diferentes estrategias para el control de la enfermedad, entre las que se contempla
la prevencion de la picadura a través del control del vector mediante el uso de insecticidas de
accion residual y de mosquiteros tratados con insecticidas (Guerra, C., et al., 2008). El éxito
en el control de la malaria hasta la fecha es consecuencia en gran parte de la lucha contra los
vectores, no obstante se ha determinado en varios paises resistencia a los piretroides que
son actualmente los insecticidas recomendados (Flores, A., et al., 2001).

1.4 Terapéutica y resistencia a farmacos

El origen del tratamiento de la malaria en América se remonta hacia inicios del siglo XVII, los
indigenas a partir de infusiones de la corteza de un arbol, hoy conocido como Cinchona,
trataban las fiebres. Medio siglo después cientificos franceses aislaron la quinina como
compuesto que se constituiria por largo tiempo como el primer tratamiento (Deane., 2007).

En la actualidad se conocen farmacos antimalaricos como los derivados quinolinicos
(Cloroquina, mefloquina, quinina, amodiaquina), derivados de la artemisinina (Artemisinina,
artemeter, artesunato) y los antifolatos (pirimetamina, proguanil).

Los antimalaricos pueden ser clasificados segun el estadio del parasito sobre el cual actian y
el sitio donde atacan al parasito. A partir de estos criterios, los farmacos utilizados en la
guimioterapia de esta enfermedad se dividen en: esquizonticidas sanguineos; esquizonticidas
tisulares y esquizonticidas sanguineos de accion lenta (Pascual., 2000). En la figura 1-3 se
presenta la estructura quimica de algunos de estos farmacos.
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Figura 1-3 Estructura quimica de farmacos utilizados en el tratamiento de la malaria.
Adaptado de (Winstanley, P., 2000).
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A pesar del arsenal de moléculas con actividad antimalérica, hoy por hoy se viene
manifestando farmacorresistencia, que puede ser atribuida a factores como el perfil de
inmunidad del individuo, propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas del farmaco,
monoterapia fallida, entre otros. Las infecciones producidas por parasitos resistentes
conllevan a que la resistencia se difunda a la siguiente generacion o progenie, de manera que
la infeccién continda y consigo la resistencia; de esta manera reaparece la parasitemia, el
estado anémico del paciente empeora, y se propaga la infeccion de gametocitos resistentes
desencadenando fracasos terapéuticos en posteriores infecciones (Aminake & Gabriele
Pradel., 2013).

En la Tabla 1-1 podemos evidenciar los principales tratamientos y algunas de sus
caracteristicas.
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Tabla 1-1. FArmacos antimalaricos, y algunos reportes de resistencia.

Adaptado de (Aminake & Gabriele Pradel, 2013).

Farmaco Tipo Recomendacion Dlane} . Resistencia
Farmacologica
Cloroguina Malaria, vivax 1950°s
Malaria no Estadio
Mefloguina complicada como Sanguineo 1990°s
ACT
Quinina Quinolinicos | Malaria Severa Raro
Malaria vivax y
ovale; como Estadio
Primaquina Gametocida hepético y Poco claro
malaria por gametocitos
falciparum
Principal
Artemisinina Derivados conlwponentgs de Estadio
0s ACT's .
Artemeter d_e_ , Malaria no sanguin€o y Poco claro
artemisinina . gametocitos
Artesunato complicada como
ACT
. Malaria no .
S:u_lfadoxma Antifolato complicada como Estac,ilo 1970's
/pirimetamina ACT Sanguineo

El fendmeno de resistencia es creciente y recurrente lo que conlleva a la urgente necesidad
de plantear y desarrollar otras estrategias terapéuticas, diversas alternativas (Muregi, F., et
al., 2007) en (Nguta, J., et al., 2010), en las que pueda incluso emplearse medicamentos
occidentales en combinacion con nuevos tratamientos (Zowai, J., et al., 2003), que ademas
pongan en consideracion la gravedad del estado clinico del paciente y reconozcan la
biologia del parasito (Garavito, G., 2007).

1.5 Medicinatradicional

La civilizacion humana desde la antigiedad ha hecho uso de plantas, animales o minerales
con fines terapéuticos pues los productos naturales eran las Unicas fuentes de medicacion
gue se tenian (Bourdy, G., et al., 2008). Muchas enfermedades tropicales en todo el mundo,
incluida la malaria, se han tratado con medicina tradicional. En la Tabla 1-2 se tienen
ejemplos de especies vegetales usadas en la medicina tradicional cubana para tratamientos
relacionados con esta enfermedad (Rodriguez — Pérez., et al., 2006).
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Tabla 1-2 Relacion de las plantas medicinales estudiadas y su utilizacion en la
medicina tradicional cubana.
Adaptado: (Rodriguez — Pérez., et al., 2006)

Especie (Familia) Nombre comiin Utilizacion tradicional
Febrifugo, antipaltdico, contra
afecciones de la piel como sifilis,
herpes, tifia, etc. Es ténico y
estimulante estomacal
Bambusa vulgaris Cafia brava Para las fiebres paludicas. Es

(Graminaceae) depurativa y diurética
Artemisia absinthium Insienso aienio Febrifuga, tonica y vermifuga.
(Asteraceae) 1en) Estimulante y emenagoga
Se usa como febrifugo
(para fiebres intermitentes) y
antiparasitario (insecticida
poderoso en pediculosis y sarna)

Parthenium hysterophorus
(Asteraceae) Escoba amarga

Indigofera suffruticosa
(Fabaceae) Afil cimarrén

Fuentes naturales dieron origen a las dos principales familias de compuestos antimalaricos
(quinina de Cinchona spp., y artemisinina de Artemisia annua), en consecuencia, las plantas
podrian dar origen a otros medicamentos contra estas patologias (Willcox, M., et al., 2001).
Sin embargo, la eficacia y los componentes activos de origen vegetal en general no se han
estudiado de forma sistemética (Phillipson, J., 1994).

En virtud de lo sefialado, toma fuerza el conocimiento en el campo de la medicina tradicional
a la que suelen también denominar medicina alternativa o0 complementaria, que se encuentra
definida por la (OMS, 2008) como: “suma completa de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas y que
se utilizan para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos
0 mentales”. Ahora bien cuando los ingredientes activos de las preparaciones son partes de
plantas u otras materias vegetales, se denomina medicina herbaria siendo precursora de la
fitoterapia.

En muchos paises desarrollados, del 70% al 80% de la poblacion ha recurrido alguna vez
de una u otra forma a éste tipo de medicina (Zirihi, G., et al., 2005) en (Mesquita, M., 2006).
Con el fin de favorecer la conservaciéon del conocimiento de la medicina tradicional y el uso
de la misma, la OMS plante6 politicas para ofrecer un marco regulador. En Colombia desde
el aflo 2004 entré en vigor el Decreto 2266 que dio origen a los productos fitoterapéuticos
tradicionales (PFT). La fabricacion a nivel Nacional de los PFT y el uso de materias primas
cultivadas en el pais son parametros en consonancia con lo propuesto en el marco del
decreto mencionado (Guevara, H., et al., 2010).

Por otra parte, las investigaciones que se adelantan actualmente en los productos
naturales de origen vegetal pretenden, entre otros, aportar en la validacion cientifica de
tratamientos herbolarios, ademas de recuperar y conservar el conocimiento tradicional.
La recientemente galardonada premio Nobel de medicina Tu Youyou en su investigacion
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evidencia que debio6 retornar los textos de la medicina tradicional china para lograr el
aislamiento de la Artemisinina.

Este conocimiento puede aprovecharse en programas de salud con bajos costos (Aragadvay,
P., 2009); como lo enuncia (Plotkin, M., 2001) “Las fronteras mas prometedoras para la
investigacion de plantas implican probar materiales nuevos, prestando bastante atencion a la
preparacion de las recetas por parte de los curanderos, teniendo en cuenta incluso los aditivos
empleados, de repente pretendiendo no buscar un solo compuesto que presente actividad
como Si fuese una bala magica’.

Con esto en mente es preciso documentar el conocimiento ancestral de los pueblos indigenas
gue estan desapareciendo como consecuencia del desplazamiento forzado o falta de garantias
para la vida, y a su vez se pierde con el paso de las generaciones pues los jovenes presentan
desinterés creciente hacia sus temas terapéuticos, culturales, religiosos entre otros.

Consecuentemente surge la necesidad de documentar estas practicas tradicionales antes de
gue desaparezcan; por lo tanto una articulacion entre el enfoque cientifico de la sociedad y la
cultura con respecto al estudio de los factores ambientales fisicos, quimicos y biol6gicos de la
materia viva se considera importante y en ella podemos enmarcar el concepto de
etnofarmacologia, en la cual se privilegian los aportes culturales en el campo de la etnomedicina
cobrando relevancia la concepcion de enfermedad, su representacion en el cuerpo, la forma
de tratarla y las rutas terapéuticas a emplear. Puede definirse también como la evaluacion de
la accion farmacoldgica de los recursos en los organismos vivos y el estudio de la accidon de los
remedios, ademas de la identificacion botanica, zoolégica o quimica de los componentes
activos de las preparaciones y la racionalizacion de los regimenes terapéuticos; asi ‘la
etnofarmacologia es por naturaleza interdisciplinaria y trata de articular dos puntos de vista,
uno cultural y otro biolégico, en un enfoque complementario”. Existen diferentes metodologias
para aproximarnos a la etnofarmacologia que partiendo del andlisis de las practicas en general
desarrolladas al interior de una comunidad, se pueden centrar en una enfermedad precisa, 0
bien, desde el interés en especies de las que no se conoce aun su utilidad (Bourdy, G., et al.,
2008).

1.5.1. Comunidades indigenas en Colombia

La nacion colombiana es hoy en dia producto del més variado mestizaje, donde interacttan la
cultura y las tradiciones de los pueblos americanos, europeos y africanos; esta situacion de
diversidad la hace privilegiada respecto de los demas paises del mundo. Desde la época de la
conquista hasta la actualidad la poblacién indigena se ha visto ampliamente disminuida. Segun
el censo general 2005 en Colombia residen 87 pueblos indigenas, sus resguardos estan
constituidos legalmente, ubicados de preferencia en zona rural, en selvas, sabanas naturales y
ecosistemas afines. Los departamentos con mayor porcentaje de indigenas son Guainia,
Vaupés, Guajira, Amazonas, Vichada, Cauca y Narifio.
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Los departamentos de Guajira, Cauca, y Narifio concentran aproximadamente la mitad de los
indigenas del pais. Se reporta en el amazonas cerca del 43,43% de poblacion indigena, lo
gue sugiere inminente riqueza cultural, conocimientos ancestrales de gran valor y valiosas
tradiciones (DANE, 2007). Es preciso recordar que Colombia atraviesa por un periodo de crisis
gue amenaza constantemente la integridad de las comunidades indigenas en la actualidad.

La comunidad ciudad Hitoma esta ubicada en el km 7 via Leticia-Tarapaca, descienden de los
Muinane, pertenecientes a la comunidad linguistica Bora, su denominacion significa “hombre
de la desembocadura del rio“. Se piensa como fundamental la utilizacion de plantas sagradas
dentro de su vida cultural y social (Arango, R & Sanchez, E., 1997), como lo es para la mayoria
de pueblos que habitan la regién del Amazonas. Se ha evidenciado que la medicina tradicional
no solo es utilizada por la poblacion indigena, sino también por los colonos que acuden a ellos,
abriendo espacios importantes en el campo de la medicina occidental, logrando de esta
manera el reconocimiento externo de sus practicas de medicina tradicional indigena
(Cardenas, P., 2011).

1.6. Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff.

Perteneciente a la familia de las menisperméaceas, es una planta trepadora vigorosa en forma
de liana, es nativa de las zonas bajas de los andes. La familia se caracteriza por tener porte
lefioso de hojas alternas, pecioladas, penninervadas, paralelinervadas o mas comdnmente
palmatinervadas, enteras o pinatilobuladas o compuestas, presentan flores: pequefias,
verdosas, amarillentas o blanquecinas, dispuestas en racimos (Jacques, F & Bertolino, P.,
2008). Esta vegetacion es caracteristica del bosque humedo y se encuentra distribuida en
paises como Bolivia, Brasil, Perl y Colombia. La clasificacion taxonémica de la especie se
presenta en la Tabla 1-3.

Entre algunos de los usos comunes de especies de esta familia se encuentran las decocciones
para regular la menstruacion, para tratar sintomas del reumatismo, e incluso como purga. El
conocido alcaloide (tubocurarina) que constituye uno de los principios activos del curare, se
encuentra presente en las hojas de Chondrodendrum tomentosum Ruiz & Pavon, y es muy
usado por los indigenas en sus flechas para cazar por ser un potente relajante muscular que
incluso puede causar colapso cardiaco (Betcher., A., 1977) consultado en (Carod-Artal, F.,
2012).

En el género Curarea se encuentran Curarea cuatrecasassi, Curarea candicans, Curarea
tecunarum y Curarea toxicofera. Para la familia de las menisperméaceas se reportan estructuras
alcaloidales, saponinas y algunas sustancias toxicas como la picrotoxina (Fuller, T & May
McClintock, E., 1986).
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Tabla 1-3. Clasificacion taxonémica Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff.
Fuente: (ICN, 2015)

Nombre Cientifico Curarea toxicofera
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ranunculales
Familia Menispermaceae
Género Curarea

Epiteto Especifico Toxicofera

Autor Epiteto Especifico (Wedd.) Barneby & Krukoff

La especie vegetal Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff presenta sinonimias,
las cuales se registran en la tabla 1-4 (The plant List, 2013).

Tabla 1-4. Sinénimos de Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff.

Fecha
Sinénimos Fuente de
reporte
. Memoirs of The New York 2012-03-
Abuta boliviana Rusby Botanical Garden 23
. . . 2012-03-
Chondrodendron bioccai Lusina Revista do Museu Paulista 23
Chondrodendron polyanthum (Diels) Diels 2012-03-
Pflanzenr. 23
Chondrodendron toxicoferum (Wedd.) Krukoff & 2012-03-
Moldenke Brittonia 23
Expédition dans les parties 2012-03-
Cocculus toxicoferus Wedd. centrales de 'Amérique du 23
Sud
Verhandlungen des 2012-04-
Hyperbaena polyantha Diels Botanischen Vereins fir die 18
Provinz Brandenburg

Los estudios reportados por la literatura para la especie vegetal en su mayoria responden
a aspectos taxonémicos, botanicos y/o biolégicos, por lo cual estudios farmacolégicos a
partir de reportes de la etnofarmacologia son de gran importancia para el expediente de
esta planta.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2610364
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2719315
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2719332
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2719337
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2719337
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2729742
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-20600077
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1.7 Alcaloides

Los alcaloides son un grupo de metabolitos con gran diversidad estructural y de amplia variedad
biolgica; es el grupo mas importante entre las sustancias naturales con interés terapéutico.
Hacia el afio de 1819 el farmacéutico W. Meissner propuso el término alcaloide (de alcali) para
referirse a compuestos provenientes de las plantas con propiedades béasicas debido a la
presencia de nitrbgeno aminico en sus estructuras.

Los aminoacidos son precursores de los alcaloides, una gran variedad de estructuras son
derivados de la fenilalanina, tirosina y sus productos de descarboxilacién; como ejemplo se
tienen las aminas simples o fenil etii aminas, isoquinoleinas simples, derivados
bencilisoquinoleinas, alcaloides del opio aporfinoides entre otros. Estos alcaloides tienen una
variada actividad farmacolégica, muchos de ellos usados en terapéutica como es el caso de la
emetina, morfina, codeina, tubocurarina etc.

El primer alcaloide bencilisoquinolinico (ABI) conocido fue la morfina, aislada del opio por
Friedrich Wilhelm Sertlrner en 1804, constituyendo todo un suceso en la quimica de los
productos naturales (Schéfer, D., 2007) y (Meyer, A., 2011) en (De la Cruz Chacon, I., et al.,
2012). En la actualidad aproximadamente 2.500 estructuras tienen comun caracteristica la
presencia de un esqueleto carbonado basico que proviene de un enlace entre un anillo
isoquinolinico y otro bencil, en la figura 1-4 podemos observar diversas estructuras asociadas
a este tipo de alcaloides.

Figura 1-4. Diversidad estructural de alcaloides bencilsioquinolinicos.
Fuente: (De la Cruz Chacon, I., et al., 2012)
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Las principales familias de plantas en las cuales se encuentran las mas de 400
estructuras alcaloideas con nucleo benciltetrahidroisoquinoleinas, son las
menispermaceas (alrededor de 25 géneros), ranunculaceas, berberidaceas,
monimiaceas, anonaceas y Lauraceas.

Existen algunas reacciones para la valoracion cualitativa de estos metabolitos, se basan
en la capacidad que tienen los alcaloides en estado de sal (extractos &cidos), de
combinarse con el yodo y metales pesados como bismuto, mercurio, tugsteno; en general
se tiene como prueba positiva la formacion de precipitados, estas son pruebas sencillas
de realizar (Arango, G., 2002).

A inicios del siglo X1V con el aislamiento de los primeros alcaloides en Europa se iniciaron
estudios sobre sus propiedades, por lo cual surgié un interés por desarrollar analisis en
la flora de paises de todo el mundo, que pudieran ser Utiles como medicamentos. (Bick
I. R., 1996). Especies vegetales han dado origen a reconocidos ABI con propiedades
farmacoldgicas importantes como muestra la tabla 1-5.

Tabla 1-5. Alcaloides bencilisoquinolinicos de interés farmacol6gico
(Singla, D., et al., 2010) en (De la Cruz Chacon, 1., et al., 2012)

Alcaloide Actividad farmacolo6gica Planta de donde se aisl6
Anonaina Antimicrobiano Annona muricata
Berberina Antimicrobiano Coptis japonica
Analgésico narcotico,
Codeina Antitusigeno Argemone mexicana
Colchicina Disruptivo muscular Colchium autumnale
Emetina Parasiticida Uragoga ipecacuanha
Antimicrobiana,
Liriodenina Anticancerigeno Annona diversifolia
Morfina Analgésico narcético Papaver somniferum
Antiespasmodico, Potencial
Noscapina antineoplasico Papaver somniferum
Papaverina Vasodilatador Papaver somniferum
Sanguinarina Antimicrobiano Sanguinaria canadiensis
Chondodendron
(+)-Tubocurarina Blogueador muscular tomentosum
Tetrandrina Bloqueadorcigcanales de Stephania tetandra




2. Materiales y Métodos

2.1 Aproximacion alacomunidad indigena

Desde hace mas de 12 afios el grupo de investigacion FaMeTra ha trabajado en
colaboracién con una comunidad Huitoto de la Amazonia Colombiana, en alianza con la
Universidad Nacional de Colombia Sede Amazonia. A través del didlogo, la socializacion
de objetivos y alcances del proyecto, la exposicion de normatividad en el trabajo con
comunidades indigenas, y la aclaracion de dudas al respecto; se logra retomar
comunicacion con el médico tradicional.

Re-establecida la relacion cordial con la comunidad se logré bajo un itinerario de trabajo
programar salidas de campo, asi como presenciar y documentar la preparacion del
remedio tradicional. Se obtuvo asesoria para realizar colecta de material vegetal, bajo el
permiso marco de colecta dado a la Universidad Nacional de Colombia mediante
resolucion 0255 del 12 de marzo de 2014 por la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales ANLA, y para la cual no se requirié tramite de consulta previa segun oficio
OFI15-000039982-DCP-2500 del Ministerio del Interior. Se realiza firma del
consentimiento previo informado y se comunican los mutuos beneficios derivados de la
investigacion.

2.1.1 Preparacion de remedio tradicional

De manera preliminar a la salida de campo (selva) se prepara material de trabajo como
bolsas, costales, cinta, marcadores, alcohol, machete, camara fotogréafica, GPS, entre
otros. Se colectaron, en época seca, en una vereda del municipio de Leticia —Amazonas,
partes aéreas (lianas) de la especie vegetal base del remedio, y un ejemplar fue
depositado en el Herbario Nacional Colombiano para su respectiva identificacion. A partir
del material colectado se obtuvo una preparacion tradicional indigena a la cual se
denominé remedio, identificada de ahora en adelante con la abreviatura COM.



Materiales y métodos 19

2.2 Preparacion de extractos

Una vez colectado el material vegetal fresco, se dispone en bolsas plasticas debidamente
rotuladas previa seleccién de material en mal estado o extrafio (insectos, hojas de otros
arboles, trozos de suelo, entre otros). Es trasladado a la Universidad Nacional de
Colombia Sede Amazonia, donde posteriormente es sometido a un proceso de secado
en estufa de aire circulante a 40-50°C por espacio de aproximadamente 48 horas, alli
gueda listo para ser trasportado a Bogotd. A partir de la base etnofarmacolégica
suministrada por el médico tradicional de la comunidad, se obtienen bajo condiciones
experimentales controladas preparaciones a base de Curarea toxicofera (Wedd.)
Barneby & Krukoff.

Teniendo en cuenta los objetivos de la investigacion, se llevan a cabo dos montajes
experimentales, los cuales tienen en comudn el uso del material vegetal seco y reducido
en tamafio de particula, ademas del empleo de agua destilada como solvente de
extraccion.

La preparacion de extractos primarios se describe a continuacion:

e Extracto Acuoso Reflujo (LR): Se realiza un montaje de reflujo donde se
emplean la liana o bejuco de Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff, que
previamente fueron cortados en pedazos mas pequefios siendo equivalentes a
66 g de material vegetal seco. Fueron colocados en un balén de fondo redondo
acoplado a una columna refrigerante, teniendo como fuente de calor un bafio de
arena, el montaje es sometido a temperatura de ebulliciébn del solvente (agua
destilada), con calentamiento constante por un tiempo aproximado de 1 hora. Se
obtiene como volumen final 500 ml de lo que denominamos extracto primario el
cual es filtrado y liofilizado en equipo liofilizador LABCONCO FREEZONE 4,5; es
almacenado al abrigo de la luz y con humedad y temperatura reguladas.

» Extracto Acuoso Percolacion Acuosa (PA): Se utiliza el método de percolacion
en frio para 30 g de material vegetal seco y pulverizado de manera previa en
molino de cuchillas. Con 3 horas de anterioridad al proceso de extraccion la
porcion de material vegetal se humedecié con 100 ml de agua, fue colocado de
manera homogénea en un embudo cilindrico con llave de teflon sobre el cual se
hizo pasar el solvente (agua) en repetidas ocasiones hasta evidenciar
agotamiento del material vegetal a través de monitoreo mediante cromatografia
en capa delgada (CCD), empleando condiciones cromatograficas para
identificacion de principales metabolitos. Posterior al proceso de extraccion se
obtiene un volumen final de 900 ml de extracto acuoso. La preparacion fue
liofilizada siguiendo el esquema previamente descrito.
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2.3 Anadlisis fitoquimico preliminar

Con la intencidon de aproximarnos al conocimiento de la composicion quimica de los extractos
se lleva a cabo una caracterizacién fitoquimica preliminar por cromatografia en capa delgada
(CCD) en la que se establece mediante pruebas quimicas la presencia o ausencia de los
principales grupos de metabolitos secundarios, como son: Glicésidos cardiotdnicos,
Polifenoles, Saponinas, Esteroides/triterpenos, Flavonoides y Alcaloides.

Se evallan grupos de metabolitos como indica la Tabla 2-1, revelando con luz UV a 365 nm
y haciendo uso de reactivos reveladores relacionados en el Anexo 1.

Se evallan grupos de metabolitos reportados en la literatura para el género al cual pertenece
la Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff, entre los que se encuentran terpenos,
esteroides y alcaloides.

Se realiza un andlisis en paralelo de las diferentes formas de preparacion del extracto,
haciendo uso de patrones de comparacion y reveladores correspondientes a cada grupo.

Una muestra de 2 mg de cada forma de preparacion de extracto fue redisuelto en metanol,
procurando solubilidad total y homogeneidad de la muestra, y se coloca el mismo volumen en
la placa cromatogréfica con el fin de comparar los perfiles.

Tabla 2-1. Condiciones para caracterizacion fitoquimica preliminar por CCD.
Fuentes: Adaptado de: (Wagner, H., et al., 1984) (Sanabria, A., 1983)

Tipos de Fase
metabolitos Fase movil Estacionaria Revelador Color esperado Patrén
secundarios
AcOEt: MetOH Ac. Vainillina/ Lupeol
Esteroides y Acético H,SO, Tonalidades rojas, B -
triterpenos (80:10:10) . Azul, verde, cafés. sitosterol
Modificada 100°C
Fluorescencia de
Color naranja,
Flavonoides amaerlirl?oa—:;icr)aoso
(flavonas,flavo AcOEt-AcOH Silica gel Rutina
noles HCOzH -H,O . Ac.
y flavanonas (100:15:11:27) 60F NP/PEG Manchas amarillo | o, 0enico
o . 254 al visible.
glicosidadas Modificada
Acidos carboxilicos
fendlicos
Fluorescencia azul
- verde
Tol:AcOEt:Dietilamina Naranja al visible Fraccion
Alcaloides (10:90:10) Dragendorff Fluorescencia azul alcaloidal
Modificada o amarillo a 365 de Yagé
nm
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Reactivo de Didoxina
Glicosidos AcEt/MeOH/H20 Kedde " 9
S . . Rosado al visible Extracto de
Cardioténicos (81:11:8) Hidroxamato P
- Digitalis
ferrico
AcoEt/Ac. férmico/
. Ac. acético/H,0 Fluoresencia .
Polifenoles (100:15:11:27) UV 365mn Amarillo, verde thcma
Modificada -
Clorogénico
CHCls/Ac. acético glacial/ Anisaldeido
Saponinas MeOH/H,0 sulfarico; Rojo Saponina
(15:8:3:2) A 100°C, 5 min P

AcOEt = Acetato de etilo; AcOH = Acido acético glacial; HCO2 H = Acido férmico; H-O = Agua destilada; MetOH: Metanol; Tol = Tolueno;
CHCI3 = cloroformo; NP: Acido difenilbérico aminoetilester; PEG: Polietilenglicol 4000.

2.4 Evaluacion de la actividad antiplasmodial

La evaluacion de la actividad antiplasmodial in vitro fue desarrollada a través del ensayo
de inhibicién de la invasién y desarrollo del parasito descrita por (Deharo, E., et al., 2000)
y adaptada por el grupo de investigacion FaMeTra a las condiciones experimentales del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota (Anexo
2). Para cada una de las preparaciones COM, LR y PA, se prepar6 una solucién stock
pesando 20 mg de liofilizado y se disolvié en 1 mL de RPMI, fue filtrada en membrana
de nitrocelulosa de 0,22um para asegurar inocuidad microbiolégica, a partir de ésta por
medio de diluciones dobles seriadas fueron obtenidas concentraciones de 100 pug/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 ug/mL, 6,25 ug/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL y 0,78 pug/mL, cada
concentracion fue evaluada por triplicado; partiendo de una parasitemia ajustada en pozo
de 2%, con hematocrito al 2,5%, y se realizaron al menos dos ensayos independientes.
Como control positivo se utilizé cloroquina (SIGMA Lote 84H1169) y como control
negativo se empled una suspension de eritrocitos parasitados al 2%.

Este ensayo permite determinar el efecto de un tratamiento frente a los parasitos en
estadios eritrocitarios. Para lo anterior se emple6 un cultivo de Plasmodium falciparum
cepa FCR-3 de origen africano, resistente a Cloroquina (Donada por el grupo de
investigacion de Malaria de la Universidad de Antioquia).

La cepa fue manejada siguiendo el protocolo propuesto por (Trager & Jensen, J, 1976)
(Anexo 3), el cual consiste en el mantenimiento continuo de las cajas de cultivo
empleando RPMI 1640 (Sigma- Aldrich®) como medio de cultivo suplementado HEPES
(25 mM), glucosa (22nM), hipoxantina (170 uM), bicarbonato de sodio (24 mM) y suero
humano al 10%, incubaciéon en atmosfera de 5% de CO2, 5% de O:2y balance de
nitrégeno, a 37° C, y con una parasitemia en caja de alrededor del 2%. El medio de cultivo
fue renovado todos los dias y a partir de frotis de sangre se realiz6 monitoreo
microscopico con tincion de Giemsa (Deharo, E., et al., 2000) y (Garavito, G., 2007).
Previo a los ensayos de actividad el cultivo fue sincronizado con una solucién de sorbitol
al 5%.
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2.4.1 Determinacion de la densidad parasitaria método
visual por tincion de Giemsa (microscopia)

Después de 48 horas de incubacion, se centrifugaron las placas a 500 G por 5 min, se
realizaron extendidos sobre laminas portaobjetos a partir de aproximadamente 5 pl de
precipitado de globulos rojos, se fijaron con metanol para posterior tincibn con Giemsa.
Se realiza lectura con objetivo de inmersién en microscopio Optico Nikon Eclipse. La
cuantificacién de la parasitemia se efectu6 haciendo recuento de Glébulos Rojos Sanos
(GRS) y parasitados (GRP) por cada 1.000 glébulos rojos totales (Ecuacion 2-1).

Ecuacion 2-1. Célculo de porcentaje parasitemia y porcentaje de inhibicion

Globulos rojos parasitados

%Parasitemia = ( ) * 100

globulos rojos totales

Para el célculo del % de inhibicién se emplea la (Ecuacion 2-2), donde se tiene en cuenta
la parasitemia del blanco entendido como el control de crecimiento.

Ecuacién 2-2. Calculo de porcentaje parasitemia y porcentaje de inhibicion

Parasitemia del blanco - Parasitemia de muestra

%de Inhibicién = ( ) x 100

Parasitemia del blanco

El nivel de actividad de las muestras se clasific6 segun la Tabla 2-2 bajo los criterios de
Research Initiative on Traditional Antimalarial Methods - RITAM

Tabla 2-2. Criterios de clasificacion en nivel de actividad en el modelo in vitro
(Adaptado de (Willcox, M., et al., 2004))

Clso (ug/mL) | Nivel de actividad
<0.1 Muy bueno
0.1-1.0 Bueno
1.1-10 Bueno a moderado
11 -25 Moderado
26- 50 Poco activo
51-100 Débil
>100 Inactivo
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2.4.2 Determinacion de la densidad parasitaria por el
método fluorométrico

La densidad parasitaria puede determinarse por varios métodos, atendiendo a las
ventajas y desventajas que estos presentan. El grupo de investigacion esta avanzando
en la optimizacion y adaptacion del método de lectura basado en la fluorescencia de
SYBR Green |, el cual es considerado como un fluorocromo disponible en muchos
laboratorios, resultando un método preciso, robusto, accesible y rapido.

Después de 48 horas de incubacion, se centrifugaron las placas a 500 G por 5 min, se
retir6 cuidadosamente el sobrenadante; de manera consecutiva se realizaron dos
lavados con PBS 1% para retirar residuos de tratamiento. Posteriormente con un
volumen de 150 pl de PBS 1% se re suspendio el precipitado en cada pozo, con pipeta
multicanal se transfieron 100 pl de muestra a placa de negra de 96 pozos fondo plano,
segun protocolo optimizado (Arias, H., 2015); cada una de la concentraciones evaluadas
es sembrada por triplicado, 100 pl de una solucién de SGI 2x (preparado en tampoén de
lisis, justo antes de usar) es adicionada en cada uno de los pozos, se realizé incubacion
por 2 horas a temperatura ambiente, en la oscuridad. Posterior al tiempo de incubacion
se realiz6 lectura de la placa en Fluorémetro LB 970 Twinkle Berthold, empleando como
filtros 485nm y 535nm, para excitacion y emision respectivamente. Los resultados se
expresan en Unidades Relativas de Fluorescencia (URF), estas son proporcionales a la
parasitemia. (Arias, H., 2015).

Se realiza correccion de la lectura restando los valores asociados al blanco (GRS). El
porcentaje de Inhibicion de la parasitemia fue calculado teniendo en cuenta la ecuacion
de calibracion del método para la cepa FCR-3.

2.5 Evaluacion de la actividad antimalarica

Para la evaluacién de la actividad antimalarica de los extractos, se emplearon los modelos
farmacologicos actualmente optimizados por el grupo de investigacion FaMeTra,
protocolo descrito por (Deharo, E., et al., 2000), adaptado por (Garavito, G., 2003) se llevo
a cabo la evaluacion in vivo empleando el modelo de malaria murina “Prueba supresiva
de cuatro dias (Test de Peters)”; respetando la normatividad en cuanto el manejo ético
de animales asi como lo establecido en la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, capitulo sexto, la cual hace referencia al uso de animales vivos en experimentos
en investigacion en Colombia. De igual forma, se siguen las normas establecidas por el
Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia y los protocolos internos de
la Universidad Nacional de Colombia en cuanto al manejo y disposicion de material
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biologico. El protocolo se encuentra avalado por el Comité de Etica de la Facultad de
Ciencias.

Se hizo especial énfasis en generar el minimo sufrimiento posible a los animales
respetandolos como un organismo vivo, teniendo en cuenta el principio de las 3’'Rs para
reducir el niumero de animales y refinar las técnicas empleadas.

La prueba se desarroll6 empleando ratones ICR hembras (criados en el Bioterio del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia) de aproximadamente 4
semanas de edad (peso 20+2 @), los cuales fueron mantenidos con consumo de agua y
comida Ad libitum en un cuarto con temperatura controlada (22°C +/- 1°C) y ciclos de 12 horas
luz/oscuridad.

Cada grupo de tratamiento fue conformado por 5 animales. El primer dia del ensayo los
animales se infectaron via intraperitoneal con aproximadamente 1x10’ parasitos/100uL
provenientes de ratones infectados con P. berghei ANKA y con parasitemia superior al 20%,
como se observa en la figura 2-1. Dos horas después de la infeccién y a la misma hora durante
los 4 dias siguientes, los animales recibieron el tratamiento correspondiente por via oral con
dosis de 400mg/Kg*dia, la cual fue ajustada por el grupo de investigacion en sus protocolos, a
partir del andlisis de trabajos de investigacion conjuntos con la Universidad Federal de Minas
Gerais y otros grupos, asi como de los reportes recientes de la literatura para este modelo. La
evaluacion de extractos de origen vegetal con el Test de Peters se ha reportado en dosis
comprendidas entre 100mg/kg*dia y 800 mg/kg*dia (Patrick, B., et al., 2015), (Abdulelah H. Al-
Adhroeya., et al., 2011).

Figura 2-1. Infeccion via intraperitoneal.
Fuente: Zully Rodriguez
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El control negativo fue el vehiculo del remedio (Agua) y el control positivo cloroquina a
una dosis de 3mg/kg*dia.

El cuarto dia post infeccion se preparé un extendido de sangre periférica de cada animal
gue se colored con Giemsa, por observacion microscépica se determiné porcentaje de
la parasitemia.

Como pardmetro de actividad biolégica se calculd la reduccion en la parasitemia de los
animales tratados respecto al grupo control (vehiculo - agua), expresado en porcentaje
de inhibicion como muestra la Ecuacién 2-3 como la media + DE y se clasificé cada
muestra en nivel de actividad de acuerdo a lo registrado en la Tabla 2-3, siguiendo los
parametros propuestos por RITAM (Willcox, M., et al., 2004). Fue realizado un control
de mortalidad en los dias posteriores al muestreo, con observacion diaria, aplicando
eutanasia, de acuerdo al punto final de la experimentacién determinado en los aspectos
éticos de protocolo.

Ecuacién 2-3. Calculo de porcentaje de inhibicién en el ensayo in vivo

Parasitemia de vehiculo — Parasitemia de tratamiento

)*100

Porcentaje de inhibicion (%) = (
) ( /0) Parasitemia de vehiculo

Tabla 2-3. Criterios de clasificacion en nivel de actividad en el modelo in vivo
(Do. 400mg/kg)
(Willcox, M., et al., 2004)

Porcentaje de

Inhibicidn (%)
100 -90 Muy buena a buena actividad
90 - 50 Buena a moderada

50-10 Moderada a débil
0 Inactiva

Nivel de actividad
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2.6 Actividad hemolitica

El ensayo de actividad hemolitica busca evaluar el efecto de las sustancias o extractos
sobre la integridad de los eritrocitos, se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por (Malagoli,
D., 2007) y adaptado a nuestras condiciones por el grupo FaMeTra (Anexo 4). Cada una
de las muestras fue preparada en PBS a partir de extracto seco liofilizado, evaluando
concentraciones de extracto de 100, 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 pg/mL. Estas concentraciones
se usan con el fin de determinar el porcentaje de hemdlisis y la Concentracién Hemolitica
50 (CHsp).

Se colocaron 100 yL de cada muestra por triplicado y se adicionaron 100 pyL de una
suspension de eritrocitos al 2 % en PBS en una placa de 96 pozos de fondo redondo.

La maxima concentracién de extracto evaluada corresponde a la maxima concentraciéon
evaluada en el ensayo de actividad antiplasmodial in vitro. Como control positivo se empled
Triton X-100 al 0,1 % y como blanco PBS. Se incub6 a 37°C por una hora, transcurrido este
tiempo se centrifugd a 500 G por 10 minutos y se separ6 el sobrenadante de cada uno de
los pozos en una placa de 96 pozos de fondo plano para realizar la lectura
espectrofotométrica a 418 nm.

El porcentaje de hemdlisis fue determinado aplicando la Ecuacién 2-4 considerando como
control los pozos tratados con PBS.

Ecuacién 2-4. Calculo del porcentaje de hemdlisis

. (ABS_muestra — Prom_ABS_PBS) — (Prom_ABS_GR — PBS)
%hemolisis = * 100

(Prom_ABS_Ctrl_positivo — Prom_ABS_PBS) — (Prom_ABS_GR — PBS)
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2.7 Analisis estadistico de los datos

Para los ensayos de evaluacion de actividad antiplasmodial in vitro se calcul6 la concentracion
inhibitoria 50 (Clso) para cada uno de los ensayos mediante andlisis de regresion no lineal a
partir de los porcentajes de inhibiciéon y el logaritmo de la concentracién, empleando el
software GraphPad Prism 6, expresando los resultados como la media + DE de al menos dos
ensayos independientes.

Para realizar analisis comparativo de las diferentes formas de preparacion del remedio, los
datos para ensayos tanto in vitro como in vivo fueron sometidos a pruebas con el fin de verificar
requisitos para realizar pruebas paramétricas. Teniendo en cuenta los resultados se aplicaron
pruebas de hipotesis ANOVA con a = 0,05 y posterior prueba de Tukey con a = 0,05.

En el ensayo de actividad hemolitica se realiza una prueba T student con a = 0,05, respecto
al control positivo Triton X-100.



3. Resultados

3.1 Acercamiento ala Comunidad

Colombia es considerada una regién con caracteristicas geogréaficas y ambientales de
amplia riqueza, es territorio de diversas culturas, grupos étnicos, idiosincrasia, mestizaje
entre otras particularidades, razén por la cual el grupo de investigacion FaMeTra desde
hace aproximadamente 12 afios se interesé en estudios etnofarmacoldgicos con énfasis
en el tratamiento de la malaria. Para este caso en particular se tuvo por objeto contribuir
a la validacién del uso de preparaciones tradicionales indigenas empleadas para el
tratamiento de dicha enfermedad, donde a partir de trabajos precedentes y con el apoyo
del profesor Pablo Palacios de la Universidad Nacional de Colombia Sede Amazonia se
logré retomar contacto y cooperacion con la comunidad Indigena Ciudad Hitoma,
perteneciente al resguardo Ticuna-Huitoto ubicado en area rural en el Kilbmetro 7 via
Leticia — Tarapaca, del Departamento de Amazonas, Colombia, a (4° 05’ 50” latitud Sur,
69° 56’ 12” longitud Oeste), legitimado mediante resolucién No. 005 del 29 de enero de
1986 del Instituto Colombiano de la Reforma Agraria INCORA. Figura 3-1.

La comunidad Ciudad Hitoma, perteneciente a la cultura Huitoto, ilustra ampliamente a
través de herramientas como la oralidad, su percepcion de la creacién del mundo con lo
gue reflejan su cultura. Reflexionan acerca de la influencia de los animales en el hombre
y el entorno, admirando la naturaleza y haciendo énfasis en el poder curativo de las
plantas asi como en el importante rol de su dios y la espiritualidad en ello.
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Figura 3-1. Algunas comunidades ubicadas dentro del resguardo Indigena Ticuna-Huitoto.
Fuente: (L6pez, 2008).
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Describen con minuciosa narracion sus condiciones de vida, detallando las
caracteristicas de su maloca (lugar de vivienda), del manguaré (instrumento empleado
como medio de comunicacion) y resaltan la admiracion y respeto por la naturaleza. Por
todo lo anterior consideramos que la comunidad indigena mencionada es una fuente
de conocimiento tradicional que merece ser documentado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el afio 2011 por nuestro grupo de
investigacion y con el objetivo de continuar con la investigacion, el 28 de febrero del
2013 en la ciudad de Bogoté se llevo a cabo una reunion en la que se restablecio la
relacion con el médico tradicional de la comunidad a quien se le llama abuelo; quien
como resultado de las buenas relaciones establecidas en el trabajo previo y el retorno
de los resultados de esa investigacion a la comunidad hecho directamente por el
director del grupo de investigacion, mostro disposicion para la continuacion del trabajo
etnofarmacoldgico.

El abuelo don José Octavio Garcia, también conocido con su nombre tradicional
Hitoma Safiama (Luz del Sol), como médico tradicional de su comunidad heredd las
practicas de sus predecesores Don José Garcia su padre, quien fuese un adiestrado
curandero y su abuelo Kima Baiji gran sabedor de la nacién muinane — Amazonia
colombo-peruana— (Urbina, 2006). Hitoma Safiama es considerado cacique o jefe en
lo que se refiere a tradiciones de su cultura, creencias y rituales y, como es de
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esperarse, es transmisor activo de sus conocimientos procurando no interrumpir la
anhelada conviccion de ser portadores de saberes generacionales.

Con la aprobacion del abuelo se realizé una visita a la comunidad entre el 26 y el 31 de
agosto de 2013, tiempo durante el cual se presento la oportunidad de compartir con ellos
varias de sus actividades cotidianas, lo que permitiria afianzar la buena relacion con la
comunidad.

En un principio resefiamos a profundidad los objetivos del proyecto en curso,
rememorando los resultados obtenidos en el anterior estudio donde socializamos un
plegable con la informacion obtenida (Anexo 5), adicionalmente se realiz6 una
presentacion completa de los derechos de consulta previa y consentimiento libre previo e
informado; basados en documentos publicos del Ministerio del Interior y de Justicia y de
la cartilla “Tejiendo Derechos” de la Organizacion Nacional Indigena de Colombia — ONIC,
en las cuales especificamos la posicion del grupo de investigacion. De igual manera se
describié la participacion justa y equitativa de los beneficios que se deriven de la
informacion obtenida dentro del proyecto siguiendo el Protocolo de Nagoya sobre Acceso
y Participacion en los Beneficios; con el fin de aclarar dudas en los temas legales de la
investigacion y siguiendo una politica de investigacion trasparente con la comunidad,
dejamos documentos para revision interna por parte de la familia del abuelo con el fin de
discutir las correcciones que ellos consideraran necesarias. Finalmente se procedio a la
firma del consentimiento previo informado, Anexo 6.

A medida que se hizo posible una cercania con la familia, accedimos a su casa donde
nos explicaron la importancia de fomentar de manera constante sus practicas y dialogo
familiar; estos procesos requieren tiempo para ganar la confianza, una actitud
transparente respecto a la investigacion y disposicion respetuosa para conocer los
habitos y costumbres particulares de la comunidad.

Una vez establecida la relacién con la familia del abuelo, se indag6é acerca de los
conocimientos usos y actitudes, en particular el concepto general que tienen de
enfermedad, la cual plantean como un desbalance alimenticio y espiritual que permite que
se puedan desarrollar patologias que han acompafado a los indigenas desde su origen
y para las cuales ancestralmente han desarrollado tratamientos y curas. En el caso
especifico de la malaria reconocen ademas del vector de transmision, algunos aspectos
fisiopatoldgicos; afirman que se trata de una enfermedad “que llegb con los blancos”y
para la cual no conocian cura, por lo que la poblacion sufrio y se vié en la necesidad de
buscar alternativas terapéuticas en la selva siguiendo las practicas anteriormente
descritas. La abuela Rosa responde “es la enfermedad del mal, es cuando pica un
mosquito”, complementa su descripcion en términos de sintomas tales como “la persona
se vuelve amarilla y la cabeza pesa, no come es un calor que da en el pecho, como en el
estdmago, es muy caliente; hace sudar frio y seco, el sudor pasa y la piel queda seca, se
siente mucho frio; la persona se mueve continuamente y de forma desesperada’.
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En nuestra estadia en la comunidad el abuelo José Octavio mencion6 que muchas de las
plantas que ellos utilizan en el tratamiento de la malaria, cuando se mezclan pueden dar
paso al veneno llamado “curare”, que es empleado en practicas de caceria, condiciéon que
relacionan con la afirmacion “algo puede ser remedio o veneno a la vez” dependiendo de las
dosis, preparacién, combinacion y otras caracteristicas, por esta razén el paciente debe ser
acompafado de manera frecuente por el médico tradicional durante la evolucion de la
enfermedad.

El tratamiento se debe alimentar de la meditacién constante y el lugar propicio para hacerlo
es la maloca, donde en reuniones familiares o de la comunidad en general se realiza
intercambio de informacion. Ellos mismos reconocen que este tipo de socializacion hoy en
dia se encuentra influenciada y bastante intervenida por la cultura occidental.

La influencia del mundo occidental se evidencia por ejemplo con el conocimiento de la
tecnologia, el manejo de palabras propias de la medicina occidental, el acercamiento y el
uso ocasional que tienen de la medicina convencional, el conocimiento de ciudades capitales
en el pais, experiencias de vida urbana de algunos de sus miembros, entre otras; condicién
que promueve alteraciones tanto en la transmisién de conocimientos como en la visién
tradicional del mundo, la religion, las practicas medicinales y la conservacion de la cultura.

La comunidad hoy en dia se encuentra fuertemente intervenida por el mundo que ellos
denominan de “occidente”, a pesar de ello, el abuelo Hitoma sefialé con gran sapiencia que
su forma de ser es parte de su identidad como indigenas, sus actividades cotidianas son
caracteristicas de su esencia y su manera de vivir, con cantos, con la caceria, con su
alimentacioén y la chagra.

Dentro de las multiples problematicas de las comunidades indigenas en el pais, el abuelo
resaltd el impacto de empresas en la regibn amazoénica y la prevencion que se tiene frente
a las investigaciones y trabajos que se quieran hacer a partir de conocimiento tradicional
puesto que en muchas ocasiones se ha intervenido sin generar beneficios en la comunidad,
llevandolos a la desmotivacion.

Por lo anterior las nuevas generaciones muestran un mermado interés en las actividades
tradicionales, ésta situacion afecta la conservacion del conocimiento que tienen sobre las
especies vegetales con potencial en el campo de la medicina, de manera que, ante la
necesidad de contribuir en la preservacion de las culturas indigenas y en la validacion del
uso de sus preparaciones, aludimos a la tradicion oral gesticulada por el abuelo y con el
compromiso de divulgacién documentamos sus relatos y nos acercamos con relacion de
respeto y admiracion de su ancestral sabiduria.

3.2 Recoleccion de material y preparacion de remedio
tradicional

Para el momento de la visita al Amazonas, la familia de médico tradicional se encontraba
constituida por el abuelo curandero Don José Octavio, la abuela Rosa, sus dos hijos José
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y José de JesUs y su nieto José Mauricio. José de Jesus fue la persona encargada de
guiar el trabajo de campo, haciendo uso del amplio conocimiento que tiene de la selva,
su experiencia con las plantas medicinales empleadas contra la malaria y las historias
acerca de su cultura.

Con ayuda de nuestro guia y siguiendo sus recomendaciones se programaron las salidas
para la recoleccion del material vegetal. Se realizé un trabajo exhaustivo y enérgico que
implica una caminata de aproximadamente dos horas desde la maloca para entrar a la
selva. Haciendo uso de un machete se van realizando cortes a las plantas de interés,
para nuestro caso particular se realizan incisiones a un bejuco o liana que en un corte
transversal permite observar anillos de crecimiento en forma de cilindros vasculares de
color amarillo y rojo, que tiene sabor amargo. En la figura 3-2 se observa una liana
colectada. Un ejemplar fue colectado para clasificacibon en el Herbario Nacional
Colombiano y fue identificado como Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff con
un numero de COL 570486 (Anexo 7) y puede observarse en la figura 3-3. La colecta se
realizé en época seca, se registré una humedad relativa de 84%, la altura de la zona se
encuentra entre 90 y 100 m.s.n.m, con una temperatura oscilante entre los 29°C - 32°C,
las coordenadas especificas determinadas con GPS Garmin Etrex vista® fueron S 04°
07’ 7.68” W 069°55’ 2.46”, a una altura aproximada de 93,6 metros.

Figura 3-2. Colecta de Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff con Jesus
Garcia.
Fuente: Victoria Rodriguez

Figura 3-3. Ejemplar de herbario Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff.
Numero de COL 570486. Fuente: Victoria Rodriguez
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Durante el recorrido por la selva fue evidente que la eleccién de algunas especies vegetales
resulta mas facil por el aroma y el sabor que estas emitan, ya que entre mas amarga “‘mas
contenido de quina” por lo tanto la asocian con ser “mejor para el tratamiento de la
enfermedad” afirma JesUs. Para otras especies es mas sencilla la identificacion de la planta
y no requieren de esta evaluacién organoléptica, bastando con la observacion de la
anatomia vegetal, para lo cual Jesus también demostr6 gran habilidad y conocimiento.

Uno de los aspectos a tener en cuenta para la recoleccion del material es la abundancia o
escases en este tipo de plantas lo que se atribuye a su poder sagrado “como son sagradas
son pocas”. Durante las caminatas se observo el gran arraigo religioso y tradicional con las
plantas lo que en repetidas ocasiones se vi6 ilustrado con leyendas que sustentan la idea
de que son un regalo del padre creador; por ejemplo: el “ambil” obtenido del tabaco significa
fuerza y proteccion, el “mambe” extraido de las hojas de la coca se asocia con el uso de la
palabra y el “Jaibiqui” como llaman al té de albaca es la principal planta medicinal en su
cultura.

El conocimiento sobre plantas medicinales lo obtienen por tradicién oral, Jesus nos cuenta
gue meditando con el “mambe” han realizado hallazgos de comunicacion con la naturaleza
y con su dios, asi suefian con la fuente vegetal que los puede curar. Para encontrar la mejor
opcion terapéutica ensayan con diferentes partes de las plantas o con varias de ellas, ‘ya
que no en todas las personas funciona igual el mismo tratamiento” dice el abuelo; también
es muy frecuente compartir con otros médicos tradicionales para afianzar conocimientos y
hallar plantas utiles.

En cuanto a las especies vegetales que ellos utilizan para tratar la malaria, reportan con
sus nombres comunes esencialmente: el costillo, el aifo, y el bejuco de llafio, las cuales
responden a los nombres cientificos Aspidosperma excelsum, Abuta grandifolia y Curarea
toxicofera respectivamente.

Los resultados precedentes a esta investigacion inclinaron nuestro interés hacia el estudio del
bejuco de llafio o “curare” como lo llaman comunmente en la comunidad; es una especie
vegetal perteneciente a la familia menispermaceas, la cual se reconoce por su sabor amargo
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y consiste en unas lianas y enredaderas que trepan a los &rboles, con dimensiones
aproximadas de 10 metros de altura y 4 cm de ancho que se encuentra alrededor de un &rbol
de tronco liso llamado “castano”, tiene hojas blanquecinas por el envés y al cortar el bejuco
presenta abundante exudado liquido de color traslucido y hace parte de la vegetacion
selvatica.

Una vez colectado el material se acompafié al meédico tradicional en la preparacion de los
remedios, en su maloca hacia el atardecer nos reunimos alrededor de la fogata a compatrtir la
experiencia de su saber tradicional. Este proceso consiste en la decoccién de algunas partes
de cada planta, para nuestro caso fue empleado la liana o bejuco de Curarea toxicofera
(Wedd.) Por un tiempo de mas o menos una hora se realiza la coccién en fogon de lefia de
estos trozos de bejuco que previamente fueron cortados en pedazos mas pequefios, se
tomaron en cantidades aproximadas 20 centimetros de bejuco en dos litros de agua de rio
como se observa en la Figura 3-4. Las condiciones de ebullicion y tiempo de coccién son
determinadas por la practica por tanto se debe ir revisando la preparacién hasta que el agua
“quede rojiza”, también se debe ir probando para saber “cual es su punto”, el abuelo sabe a
través de su practica que el agua se debe evaporar alrededor de un 80%.

El punto final de la coccion se determina por el sabor y el color que toma el agua. La
preparacion fue rotulada como COM y en condiciones de refrigeracién fue transportada a
Bogota procurando el menor tiempo de exposicion a condiciones ambientales que pudieran
aportar a su deterioro.

Figura 3-4. Preparacién del remedio tradicional (COM) por parte del abuelo Hitoma.
Fuente: Victoria Rodriguez
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A medida que se va preparando el remedio el abuelo explica detalladamente que el
consumo de este por parte del paciente se hace por tres dias seguidos dos veces al dia, 0
bien dependiendo del tiempo y complejidad del padecimiento, es decir segun los sintomas
gue provoca la malaria. En estas circunstancias es comun resaltar que en medicina
tradicional el componente espiritual expresado a través de la fe debe acompafar durante
el tratamiento tanto al médico tradicional como al paciente. La fortaleza interior debe tener
un papel protagénico al ser proveniente de la confianza en sus creencias, ya que aseguran
que ‘“hasta el agua puede curar” si el espiritu es fuerte. Entre otras recomendaciones
mencionan la importancia de que el paciente se cohiba de sustancias dulces, alcohdlicas
y de las relaciones sexuales con el fin de que el tratamiento sea efectivo.

Finalmente queda de manifiesto que para esta comunidad el uso de las plantas como
medicina esta constituido como parte de su cultura, de su vida y de su sociedad. No
obstante los cambios generacionales que suceden de manera espontanea, tienen una
influencia claramente definida respecto a la conservacion de su ancestral sabiduria, por
tanto es de vital importancia documentar y aportar en la validacién del uso de sus remedios
tradicionales como opcion terapéutica contra la malaria.

Al término de la visita se encuentra consolidada una relacion con los integrantes de la
familia y con el abuelo Hitoma, con lo cual se cumple el objetivo de acercarnos de manera
asertiva dejando la puerta abierta a futuros proyectos y fortaleciendo una importante
experiencia en el campo de la investigacion en etnofarmacologia.

3.2.1 Extractos primarios LRy PA

Atendiendo a las técnicas de extraccion elegidas para la obtencién de extractos primarios
LR y PA se presentan en la figura 3-5 los respectivos montajes experimentales.

Figura 3-5. Montajes de extraccion
Izquierda: Reflujo, Derecha: Percolacion
Fuente: Zully Rodriguez
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Se calcula el porcentaje de rendimiento para cada una de las preparaciones mediante la
siguiente expresion:

Peso del extracto Seco

%Rendimiento = ( ) * 100

Peso material seco

Tabla 3-1. Porcentaje de rendimiento extractos obtenidos

PESO DE PESO EN GRAMOS
EXTRACTO MATERIAL SECO DE EXTRACTO % RENDIMIENTO
() SECO (9)
LR 66 4,79 7,25%
PA 30 2,67 8,90%

3.3 Caracterizacion fitoquimica preliminar

Empleando cromatografia en capa delgada (CCD) se establecidé la presencia y/o
ausencia de grupos de metabolitos secundarios en el remedio original de la comunidad
(COM) y los extractos por reflujo (LR) y Percolacion (PA).

Como criterio cualitativo de identificacion se tiene en cuenta la intensidad y color de la
mancha generada tras la adicion de revelador.

Los resultados obtenidos en los perfiles cromatdgraficos por CCD permitieron establecer
la presencia de alcaloides, flavonoides, polifenoles y esteroides/triterpenos.

De manera general, se registran los resultados en la tabla 3-2.

Tabla 3-2. Resultados caracterizacion fitoquimica preliminar de las diferentes formas de
preparacion de los extractos.

Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff
Caracterizacion fitoquimica Preliminar Formas de preparacion de los extractos _
Metabolitos evaluados Comunidad Reflujo PeAr\coIacmn
COM LR cuosa
PA
Flavonoides + + +
Alcaloides + + +
Esteroides/triterpenos + + +
Polifenoles + + T
Glicosidos cardiotonicos - - -
Saponinas - - -

Nota: Criterios: (+) resultado positivo, (-) Resultado negativo
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3.3.1 Identificacion de Alcaloides

Con moadificaciones de la fase mévil propuesta por (Wagner., et al., 1984), hasta llegar a
Tolueno: Acetato de Etilo: Dietilamina (10:90:10). Se tiene como evidencia de la
presencia de alcaloides la aparicién de manchas color marrén/naranja tras la adicion del
revelador Dragendorff, se observaron tres grupos de compuestos de diferente polaridad,
gue fueron similares en las tres formas de preparacién, cuyos Rf corresponden a 0.14,
0.25 y 0.37 respectivamente.

Se presenta prueba positiva dada la intensidad de la coloracion en comparaciéon con las
sustancias de referencia.

Figura 3-6. Identificacion Fitoguimica de Alcaloides.

Fase movil: Tolueno: Acetato de Etilo: Dietilamina (10:90:10). De izquierda a derecha:
Remedio Comunidad (COM), Extracto Reflujo (LR), Extracto Percolacion (PA),
Patrones Alcaloides: Alcaloides del Yagé y sulfato de quinina. Observacion al visible.

- Margende solvente

R05

Rf0.37
Rf0.25

Rf0.14

Origen de 13 muestra

COM LR PA  Patrones
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3.3.2 Identificacién de Flavonoides

Se realiza la CCD, modificando la fase movil propuesta por (Wagner, H., et al., 1984), hasta
llegar a Acetato de etilo: Acido acético: Acido formico: Agua (100:15:11:27).

Previo a la utilizacién del reactivo revelador se realiza observacién de las placas a la luz UV a
365nm, cuyo perfil se observa en la figura 3-7 (A). Se resaltan entre otros, zonas de
fluorescencia azul brillante con Rf de 0.49 y 0.58, asi como zonas verde-amarillo con Rf de
0.82, con intensidad de color similar al patrén acido clorogénico, por lo cual pueden asociarse
a compuestos de tipo acido carboxilico fendlico.

Las sefiales fluorescentes identificadas de manera comparativa en las tres formas de
preparacion, generan al visible coloracion amarilla tenue tras adicién de reactivo revelador
NP/PEG. Teniendo como como criterio de identificacién de flavonoides de tipo heterdsido la
aparicion de manchas de color amarillo al revelar, se presume presencia de este tipo de
metabolitos.

Figura 3-7. Identificacion fitoquimica de flavonoides.

Fase movil: Acetato de etilo: Acido acético: Acido formico: Agua (100:15:11:27).
De izquierda a derecha: Remedio Comunidad (COM), Extracto Reflujo (LR), Extracto
Percolacion (PA), Patrones Flavonoides: Rutina y Ac. Clorogénico. (A) UV 365nm. (B)

Visible.

- Marzen de solvents

Rf0.82 —>

RF0.58 —>
—Rf0S5

l., - - — Origen da h muestra

oM LR PA Parones oM LR PA Parones

Rf0.49 —
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3.3.3 Identificacion de esteroides y triterpenos

La prueba se considera positiva al revelar con Vainillina 1%/H,SO4 manchas de color
marrén, tonalidades de rojo o violeta después del calentamiento a 100°C. De manera
similar al montaje precedente, con modificacion de la fase mévil propuesta por (Wagner,
H., et al., 1984) Acetato de Etilo: Metanol: Ac. Acético (80:10:10), se realiza analisis
comparativo de las formas de preparacion de extractos de Curarea y patrones.

Los resultados se muestran en la figura 3-8. Se pueden observar manchas de tonalidades
café a rojo violeta, considerandose prueba positiva para este grupo de metabolitos.

Con un RF de 0.06, se evidencia la presencia de un grupo de compuestos de tipo
esteroidal y/o triterpeno en la preparacion COM, ausente en las otras dos formas de
preparacion.

Con un Rf de 0.16, se presentan manchas en color e intensidad similares en las
preparaciones COM y LR, que para la percolacion acuosa esté ausente.

En las tres preparaciones se observa con Rf de 0.67 una mancha de color rojo- violeta
tenue.

Figura 3-8. Identificacién Fitoquimica de Esteroides y triterpenos.
Fase movil: Acetato de Etilo: Metanol: Ac. Acético (80:10:10). De izquierda a derecha:
Remedio Comunidad (COM), Extracto Reflujo (LR), Extracto Percolacion (PA),
Patrones Esteroides: Lupeol y B-sitosterol. Observacion al visible.

— Margen de solvente

RF0.67 >

—  Rf05

Rf0.16 —> | 1
Rf0.06 ~ W

— Origen de la muestra

COMLR PA Patrones
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3.4 Evaluacion de la actividad antiplasmodial in vitro

A través del modelo farmacoldgico empleado se puede evidenciar la influencia de los
extractos evaluados respecto al estadio eritrocitario del Plasmodium, valorando posibles
efectos en la invasion y desarrollo de los parasitos de un cultivo, este ensayo resulta util
para obtener informacién de su potencial actividad antimalarica. La mayoria de farmacos
empleados en la actualidad actian en estadio sanguineo.

Para la cepa FCR-3, a través de determinacion de la parasitemia por método
microscépico se presentan en la figura 3-9 las curvas concentracion-respuesta,
representacion de las concentraciones evaluadas cada una por triplicado en al menos
dos ensayos independientes.

Figura 3-9. Gréficas concentracién- respuesta. Lectura por microscopia.
Remedio comunidad COM — Extracto por reflujo LR — Percolacion PA.

Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff (LR)

Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff (COM)
Log Concentracion Vs % de Inhibicién
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Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff (PA)

Log Concentracioén Vs % de Inhibicién
100+
80+

60+

% de Inhibicién

20+

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Log concentracion (ug/mL)



Resultados 41

En la tabla 3-3 se registran los resultados de la Clsp para cada una de las formas de
preparacion del remedio tradicional, el valor representa el promedio +DE de dos ensayos
realizados para cada muestra; se registran datos de determinacion de densidad parasitaria
por microscopia. El analisis de los datos se realizé por regresion no lineal usando el Software
Graph pad Prism 6.

Tabla 3-3. Clso de las preparaciones evaluadas en el ensayo de Inhibicion de la
invasion y el desarrollo de P. falciparum cepa FCR-3.
Clasificacion RITAM (Willcox, M., et al., 2004)

MICROSCOPIA
Preparacion (ugllr??L) DE Clasificacion
COM 6,56 0,18 B
ueno a
LR 1,86 0,33 moderado
PA 1,87 0,40
CQ 0,37 0.04 -

Para la CQ como control positivo se reportan porcentajes de inhibicién en todos los ensayos
superiores al 86%, a una concentracion de 1 pg/mL, para la cepa trabajada.

Para la determinacién de densidad parasitaria por el método fluorométrico, se obtienen Clso =
8,46+0,01 pg/mL; 5,16+0,41 ug/mL y 4,39+1,01 pug/mL para el remedio original y los extractos
reflujo y percolaciéon respectivamente. Son clasificadas en nivel de actividad bueno a
moderado, siendo los obtenidos por este método consistentes con los aqui reportados por
microscopia. (El método se encuentra en adaptacion y optimizacion).

3.5 Evaluacion de la actividad antimalarica in vivo

En la tabla 3-4 se presentan los resultados en porcentaje de parasitemia para la evaluacion
de actividad antimalarica por Test de Peters, lectura por microscopia. Se muestran datos del
remedio de la comunidad COM, las dos formas de extraccion LR y PA, en animales
administrados por cuatro dias con dosis de 400 mg/kg*dia, asi mismo se reportan datos para
los controles CQ y vehiculo (Agua destilada).

Los porcentajes de inhibicion se pueden observar en la figura 3-10.
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Entre los principales sintomas que presentan los animales como manifestacion clinica de
la enfermedad se observa: debilidad progresiva, anorexia, pilo ereccion, palidez de las
mucosas, hematuria, ataxia, tetraparesis, convulsiones y estupor.

En cuanto al seguimiento de la mortalidad se registra sobrevivencia hasta por 13 dias,
tiempo durante el cual diariamente se llevé control del nimero de animales en cada caja;
bajo criterio del experimentador se dio muerte anticipada por eutanasia segun sintomas y
el punto final establecido en el protocolo operacional del ensayo, acorde al manejo ético
del animal como reactivo biol6gico, en la figura 3-11 se muestra la supervivencia de los
animales de cada uno de los grupos de tratamiento.

Los datos muestran una diferencia significativa de los porcentajes de parasitemia de
los tratamientos Cloroquina, COM, LR y PA frente al vehiculo p < 0,05.

Tabla 3-4. Porcentajes de parasitemia ensayo in vivo
Test de Peters, Cepa P. berghei ANKA. n=5, *p < 0,05.

TRATAMIENTO | % PARASITEMIA
Vehiculo* 22,07+1,08
COM 8,38+2,83
LR 15,00£2.44
PA 5,01+2,12
CQ 1,51+2.08

Figura 3-10. Porcentajes de inhibicion de la parasitemia por tratamiento, ensayo in vivo
Test de Peters. Cepa P. berghei, n=5. Promedio +DE
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Teniendo en cuenta los criterios de clasificacion en el modelo in vivo se presentan en la
tabla 3-5 los niveles de actividad para cada tratamiento evaluado.

Tabla 3-5. Niveles de actividad para cada tratamiento evaluado.
(Willcox, M., et al., 2004)

TRATAMIENTO | Nivel de actividad
COM Buena a moderada

LR Débil a moderada

PA Buena a moderada
CQ Buena a muy buena

Figura 3-11. Seguimiento de supervivencia de los animales, durante el desarrollo de
test de Peters.
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3.6 Actividad Hemolitica

Para el ensayo se tom6 como control positivo una solucién de Triton X-100 al 0,1% y
como blanco tampdn PBS, adicionalmente se utiliza una solucion de glébulos rojos al 2%
en PBS para realizar correccion de ruido de fondo, el cual es denominado control de lisis
espontanea. Los resultados para los controles se presentan en la tabla 3-6.

Para las tres preparaciones de Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff, fue
negativo el resultado de la prueba de actividad hemolitica, en dos ensayos realizados
de manera independiente, lo que implica CHso > 100ug/mL. La maxima concentracion
de extractos evaluada, es estadisticamente diferente al control positivo Triton X-100
p<0,05.

El ensayo sugiere que los extractos no comprometen la integridad del eritrocito, como
consecuencia indirecta de su actividad antiplasmodial (Kviecinski, M., et al., 2008),
(Ifeoma, O., et al., 2013).

Tabla 3-6. Resultados ensayo de hemodlisis.
Se presentan los resultados de dos ensayos independientes.

Tratamiento Absorbancia % Hemolisis
Blanco PBS 0,053+0,004 0%
Lisis espontanea GRS 2% 0,077+0,002 0%
Positivo Triton X-100 3,957+0,041 100%




4.Discusion de resultados

Se considera desde hace varios afios que la etnofarmacologia tiene dos objetivos principales,
hacer una aproximacion cientifica a la cultura y a la sociedad, asi como estudiar cientificamente
efectos biolégicos de farmacos o drogas (Bourdy, G., et al., 2008).

En concordancia con los objetivos de la etnofarmacologia y siguiendo el interés y misién del
grupo de investigacion FaMeTra en cuanto el estudio de terapias antiparasitarias empleadas en
medicina tradicional y popular en Colombia, se forjaron con el presente trabajo espacios de
reflexién, debate y analisis critico sobre la farmacologia pensando en generar alternativas a la
problematica de las enfermedades parasitarias para preservar o contribuir al sostenimiento del
conocimiento tradicional.

El proceso de acercamiento a la comunidad requiere por parte del investigador capacitacion en
temas relacionados con aspectos legales y éticos acerca de este tipo de trabajo intercultural,
teniendo en cuenta el acceso y proteccién del conocimiento tradicional de comunidades étnicas,
por lo cual el proyecto relacion6 otras areas del conocimiento, como la biologia, la antropologia,
el derecho, entre otras, lo que implicé interactuar y establecer relaciones fructiferas con
diferentes grupos de investigacion, promoviendo el trabajo interdisciplinar.

Trabajar con la comunidad indigena Ciudad Hitoma represent6 para el grupo de investigacion
una oportunidad valiosa de documentar ese conocimiento que con el pasar de las generaciones
se ha visto disminuido; sumado a esto, la desafortunada “Tendencia de las comunidades a
desaparecer. Por la realidad del pais, conflicto armado, comercio, industria, cultivos ilicitos, fragil
existencia ante la avalancha de progreso que penetra las zonas en el presente siglo, tumbando
monte, tumbando conocimiento” (Blair & Madrigal, B., 2005).

El saber que conserva el médico tradicional de esta comunidad es una fuente de informacién
invaluable, la percepcion que tienen de la enfermedad y las acciones terapéuticas que emplean
contra la malaria fueron el origen de esta investigacion.

Resultados preliminares del grupo FaMeTra con la comunidad Ciudad Hitoma (Cardenas, P.,
2011), proporcionaron un reporte etnofarmacoldgico para un remedio tradicional a base de
Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff, con colecta en época de lluvia, determinando en
pruebas de tamizaje preliminar para actividad antiplasmodial en modelo in vitro una Clso=
3,02+1,01 pg/mL y en in vivo una inhibicion del 88,4+7,2 siendo considerado bueno a moderado.



46 Evaluacion comparativa de la actividad antimalarica de un remedio tradicional frente a un extracto
primario; profundizacién del estudio de su actividad farmacoldgica

De esta manera surge el interés de aportar en la validacion de su uso, a partir de la obtencion
a nivel de laboratorio de extractos primarios de la misma especie vegetal tradicionalmente
utilizada, demostrando que la actividad farmacoldgica se conserva; consoliddndose como
punto de partida para generar a futuro estudios bioguiados que desemboquen, quizas, en la
obtencion de extractos estandarizados, y/o aislamiento de moléculas responsables de la
actividad antimalérica para la especie vegetal trabajada.

En la mayoria de ocasiones las practicas de la medicina tradicional van acompafiadas de
fuerzas naturales que el médico tradicional invoca, asi el efecto placebo estd a menudo
inmerso en la practica. La obtencion de los remedios a nivel de laboratorio implica tomar
distancia de esta concepcidn sobrenatural para dar paso a la validacion cientifica del uso de
la preparacion; es un paso importante llevar la sabiduria de las comunidades indigenas a una
puesta a punto en un modelo farmacol6gico, robusto y reproducible, sin el &nimo de desvirtuar
sus préacticas heredadas, sino por el contrario con el maximo respeto por el conocimiento
acumulado tradicionalmente.

Las formas de extraccién empleadas para generar el extracto primario fueron el reflujo y la
percolacion, cuya caracteristica en comun para este caso, es el uso de agua como solvente;
los métodos se basan en obtener metabolitos segun la solubilidad de estos compuestos en el
solvente. En el primero la matriz vegetal es sometida a extraccion continua a elevadas
temperaturas (punto de ebullicion del solvente), se considera como ventaja de este método la
disminucion de la pérdida de solvente (Cabello, M & Belloso, G., 2009). Se obtiene asi un
extracto liofilizado con un porcentaje de rendimiento de 7%. El segundo es un método de
extraccion continua en frio el cual preserva de descomposicidon a aquellos compuestos que
puedan ser termolabiles, se obtiene un liofilizado con un rendimiento de 9%.

La obtencion del remedio en condiciones de laboratorio a partir de plantas con la eficacia
farmacologica e inocuidad deseada, depende en gran medida de la calidad de la materia
prima, de la técnica de extraccion e incluso de la forma del secado y molienda evitando
afectacion sobre los metabolitos responsables de su actividad biologica (Reyes, A., et al.,
2007). Es probable que en términos de extraccién ésta se vea influenciada por el tipo de
solvente mas no por el método utilizado para tal fin (Valencia, M., et al., 2011). De manera
cualitativa y general por medio de la caracterizaciéon por CCD no se observan diferencias o
influencia entre las formas de extraccion (reflujo y percolacion) en cuanto a grupos de
metabolitos como alcaloides y flavonoides. Las técnicas fueron elegidas a partir de criterios
practicos y de conveniencia técnica, entre los que se incluye principalmente la similitud con la
preparacion original, ademas de factores diferenciadores como la temperatura para realizar
comparaciones entre los métodos. El extracto por percolacién presenta un mayor % de
rendimiento, factor que puede tenerse en cuenta a la hora de reproducir en mayores
cantidades este extracto, con respecto al rendimiento obtenido por reflujo.
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En el analisis fitoquimico preliminar por CCD (Tabla 3-2) se evidencia la presencia de
flavonoides, que difiere con el reporte de (Cardenas, P., 2011) y el resultado obtenido para la
especie Chondrodendron tomentosum también perteneciente a las menispermaceas para la cual
se ha descartado la presencia de este tipo de compuestos (Pérez, D., et al., 2008).

De otra parte la caracterizacion fitoquimica permitio identificar principalmente en estas
preparaciones la presencia de alcaloides, dando como resultado contundente la aparicion de
manchas color naranja con el reactivo de Dragendorff, esta comparacion cualitativa entre el
remedio original COM vy el extracto primario por reflujo LR y percolacién PA revela a grandes
rasgos similitud quimica de las muestras, para este grupo de metabolitos.

La técnica cromatogréafica empleada revela diferencias en el perfil de esteroides, que atendiendo
al método de extraccion puede relacionarse con la concentracion de los mismos en cada muestra
y a su vez podria tener influencia en el comportamiento de las preparaciones en el modelo in
Vivo; se precisa el uso de técnicas que permitan cuantificacién de los componentes del extracto.

La familia de las menisperméceas a la cual pertenece la especie vegetal estudiada, se encuentra
ampliamente distribuida en todo el mundo tropical, en ella se considera cerca de setenta géneros
identificados; se reportan aproximadamente 142 especies. Los estudios fundamentales sobre
alcaloides en especies vegetales pertenecientes a esta familia fueron desarrollados por King, H
y Wintersteiner & Dutcher, J, hacia los afios de 1932 — 1935 (Marini, B., 1972). El alcaloide mas
importante de este grupo es el hoy en dia conocido como (+) — Tubocurarina, el cual posee una
estructura dimerica bis-benzil-isoquinoleinica asimétrica, con dos grupos cuaterinarios en cada
hemimolécula.

De un total de 801 alcaloides reportados en la literatura, las familias con alcaloides mas
abundantes son la lauraceas con 116 alcaloides reportados (14.5 %) y la menispermaceas con
108 (13.5 %) (Gonzalez-Esquinca, A., et al., 2007).

Pelletier, W., 1999 ha recopilado informacion importante acerca de especies como
Chondrodendron tomentosum, reportando los alcaloides: (+) - Chondrocurina, (+) -
Chondrocurarina, (-) - Curina, (+) - Tubocurarina, (-) - Tubocurarina, (+) - Tomentocurarina, (-) -
Tumentocurarina. En la especie Curarea candicans se reporta (+) - Curina, (+) -
Isochondodendrina, (+) - Candicusina, (-) - Limacina, entre otros y para Curarea toxicoferum se
tienen registros entre otros de la presencia de alcaloides como (-) - Curina, (+) -
Isochondodendrina, (-) - Toxicoferina.

De esta manera se evidencia que la caracterizacion fitoquimica preliminar de metabolitos
secundarios es consistente con reportes previos del género Curarea, donde predominan
estructuras tipo alcaloide (Lavault, M., et al., 1985), confirmando ademas los resultados
anteriores de nuestro grupo de investigacion (Cardenas, P., 2011). Estos compuestos en
ensayos in vitro han demostrado ser potentes inhibidores del crecimiento de algunas cepas de
Plasmodium (Angerhofer, C., et al., 1999).
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Los datos obtenidos en la evaluacién de actividad antiplasmodial in vitro, fueron sometidos
a una prueba de hip6tesis ANOVA con a=0,05, con lo cual se determina diferencia
estadisticamente significativa entre las tres preparaciones del remedio COM, LR y PA. Por
tanto a partir de una prueba de contrastes Tukey con a=0,05, se establece la diferencia entre
el remedio original de la comunidad y los extractos primarios obtenidos en condiciones de
laboratorio. Sin embargo segun los datos calculados para la concentracion Inhibitoria 50,
como se muestra en la tabla 3-3, Clso COM= 6,56+0.18 pg/mL, Clso LR=1,86+0.33 pug/mL y
Clso PA=1,87+0.40 pg/mL, las tres formas de preparacion se pueden clasificar con actividad
buena a moderada, puesto que se obtienen concentraciones inhibitorias inferiores a 10
png/mL. Se establece una aproximacion similar a los datos obtenidos por el método de
cuantificacion de densidad parasitaria por fluorometria (Método que se encuentra en proceso
de adaptacion y optimizacion).

La concentracion inhibitoria 50 del remedio original de la comunidad, que en nuestro caso
es colecta de época seca, esta enmarcada en el mismo orden de magnitud a lo reportado
en época de lluvia por (Cardenas, P., 2011), con lo que se confirma la actividad de la
preparacion del médico tradicional partiendo de dos colectas y preparaciones
independientes.

Es destacable que la Clso de los extractos sea significativamente inferior de la obtenida en
el remedio tradicional, lo cual puede ser considerado un hallazgo, entendido como una
actividad significativamente mejor de la especie vegetal al ser sometida a los procesos de
extraccion en laboratorio respecto al procedimiento tradicionalmente usado por la
comunidad.

Resulta interesante la comparacion entre los tipos de extraccion y preparaciéon de los
extractos, el remedio de la comunidad es una decoccidn a altas temperaturas por un tiempo
prolongado, en el reflujo se lleva el solvente a punto de ebullicién, mientras la percolacion
es un método de extraccion en frio. Asi, los perfiles por CCD y el comportamiento en los
modelos farmacol6gicos empleados sugieren que los compuestos responsables de la
actividad antimalarica no son susceptibles a las altas temperaturas.

El modelo farmacoldgico utilizado para la evaluacion in vitro presenta varias ventajas a la
hora de realizar un tamizaje a extractos con posible actividad antimalérica, entre estas se
encuentran 1) La capacidad de obtener una informacion confiable con cantidades pequefias
(microgramos) de material, en nuestro caso fueron preparadas soluciones stock con 20 mg
de cada uno de los liofilizados de las tres preparaciones; 2) La medicion de la actividad
intrinseca antimalarica en que no intervienen factores de hospedador, ademas de los costos
no muy elevados (Deharo, E., et al., 2000), el protocolo se encuentra optimizado y permite
resultados reproducibles.
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En cuanto la determinacion de actividad antimalarica in vivo, se tiene que las preparaciones
COM y PA presentan porcentajes de inhibicién de la parasitemia superiores al 60%. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la actividad antimalarica de estas
dos formas de preparacion y a su vez entre esta ultima y el control Cloroquina, con una
confianza del 95%. Pueden ser clasificados en la escala de bueno a moderado (tabla 3-5).

Por su parte la preparacién obtenida por reflujo LR solo presenta un porcentaje de inhibicién
de 35.33+10,45%, por lo cual es clasificado con actividad débil a moderada (Willcox, M., et
al., 2004). El comportamiento de este extracto no es el esperado teniendo en cuenta los
resultados in vitro y de caracterizacion fitoquimica preliminar; atendiendo a esos dos
pardmetros podria esperarse un comportamiento similar a las otras dos preparaciones en este
ensayo, no obstante el resultado difiriere estadisticamente de COM y PA, por lo cual se
recomienda una nueva evaluacion con el fin de confirmar los resultados obtenidos, teniendo
en cuenta la rigurosidad que el ensayo in vivo requiere.

En relacién a los datos de mortalidad registrados se evidencia comportamiento de los
controles dentro de las especificaciones del ensayo, para el dia 7 y dia 13 se registra muerte
de todos los animales de los grupos control y cloroquina respectivamente.

La mayoria de los métodos utilizados en la evaluacién de la eficacia de sustancias
antimalaricas centran su orientacién en la fase eritrocitaria del parasito. Los tamizajes
primarios, pretenden generar informacion que permita clasificar y priorizar algunas drogas o
especies vegetales, para profundizar los estudios fitoquimicos y de actividad biolégica
(Willcox, M., et al., 2004). Dada la clasificacion del remedio de la comunidad COM y de los
extractos primarios estudiados LR y PA puede considerarse que Curarea toxicofera (Wedd.)
Barneby & Krukoff es una especie vegetal promisoria; se realiza un aporte en cuanto a la
validacién del uso de tal especie en el tratamiento de la malaria por parte de la comunidad
indigena Ciudad Hitoma. El presente trabajo aporta informacion farmacolégica y de
composicion quimica de la especie vegetal, considerados de gran importancia para su
expediente, dado que en la literatura actual no se cuenta con registros de actividad
antimalarica y de caracterizacion fitoquimica.

A grandes rasgos, los resultados obtenidos en ensayos in vitro se relacionan con lo observado
en el modelo farmacolégico de malaria murina, pues en los dos modelos se demuestra buena
actividad, es viable asumir que uno de los posibles estadios sobre el cual actian los activos
presentes en la preparacion es el sanguineo.

Los resultados del ensayo de actividad hemolitica permiten descartar que la actividad
antiplasmodial comprometa la integridad de los eritrocitos, con lo cual se aporta a la seguridad
y se aclara mecanismo de accién directo sobre el parasito. El disefio de los ensayos
farmacoldgicos relaciona las concentraciones de extracto evaluadas, demostrando que a la
méxima evaluada (100ug/mL), los extractos no generan dafio a la célula hospedera y por tanto
la actividad antiplasmodial establecida es atribuible a su composicion quimica.
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Existen en el planeta aproximadamente 400.000 especies vegetales y un minimo
porcentaje de ellas se ha investigado fitoquimicamente, y uno mucho menor ha sido
sometido a estudios farmacolégicos o de actividad bioldgica, su riqueza metabdlica es tan
amplia que cualquier aporte fitoquimico revelaria solo un espectro limitado de sus
constituyentes (Hostettmann, K., et al., 2008), el presente trabajo es considerado una
aproximacion fitoquimica preliminar. Los resultados obtenidos para la misma especie son
consistentes con lo reportado previamente por nuestro equipo (Cardenas., P, 2011), y
consolidan un primer reporte del remedio tradicional que demuestra actividad antimalarica,
donde también se logré por primera vez reproducirlo en condiciones de laboratorio
manteniendo su actividad, dando solidez al reporte etnofarmacologico recibido por parte
del abuelo Hitoma.

Los resultados de ésta investigacion, fueron socializados con la comunidad Ciudad Hitoma,
a través de una estrategia de divulgacion de la informacién que implico el disefio de un
poéster, un folleto informativo y una presentacion formal frente al cabildo de la comunidad
indigena y frente a la comunidad académica de la sede Amazonia de la Universidad
Nacional. A pesar de que la comunidad propiamente dicha no cambiara su cosmovision y
forma de utilizar el remedio, se propende por la documentacion de los usos tradicionales
como estrategia de prevencion ante la hoy marcada perdida de tradiciones y oralidad en
las comunidades indigenas.



5.Conclusiones

El conocimiento, usos y actitudes que tienen las comunidades indigenas en cuanto a la
medicina tradicional y al manejo de enfermedades, merece ser reconocido Yy
documentado con el fin de preservarlo por muchas generaciones mas, ya que es
considerado una fuente de informacién que permite no solo la validacion de su uso
tradicional sino ademas el aprovechamiento de los recursos naturales accesibles para el
tratamiento de la enfermedad y/o para la obtencibn de compuestos con actividad
biologica frente a la malaria. El trabajo con la comunidad Hitoma permitio profundizar el
acceso a sus practicas terapéuticas frente a esta enfermedad.

Se generaron a nivel de laboratorio extractos por reflujo y percolacion a partir de la
especie vegetal Curarea toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff que mantienen la
actividad farmacoldgica del remedio original de la comunidad, con lo cual la especie
vegetal estudiada puede considerarse de interés farmacoldgico.

La preparacién de la comunidad, y los extractos por reflujo y percolacién mostraron
actividad buena a moderada en el ensayo de inhibicién de la invasion y desarrollo de P.
falciparum para la cepa FCR-3.

En el ensayo in vivo, tanto el remedio de la comunidad como su reproduccién a nivel de
laboratorio presentan un nivel de actividad buena a moderada, validando la actividad del
remedio en este modelo farmacolégico y aportando al conocimiento etnofarmacolégico
de la flora medicinal empleada para el tratamiento de la malaria, por la comunidad Ciudad
Hitoma.

A partir de los resultados de la prueba de actividad hemolitica es posible establecer que
la integridad del glébulo rojo no se ve comprometida por accién de las preparaciones
evaluadas.
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Mediante pruebas cualitativas se evidencié en las tres preparaciones, la presencia de
alcaloides, los cuales pueden estar relacionados con la actividad antimalarica

Se genera el segundo reporte de actividad antimalérica para la preparacién del remedio
original de la comunidad, considerando asi que, las preparaciones del médico tradicional
(Abuelo Hitoma) son reproducibles y mantienen su actividad farmacoldgica.

5.1 Recomendaciones y perspectivas

Determinar cuantitativamente diferencias en los procesos de extracciéon con el fin de
optimizar procesos de extraccion de metabolitos responsables de la actividad.

Establecer influencia de la época de colecta en cuanto expresion de los metabolitos
responsables de la actividad antimalarica.

Una vez establecida la actividad buena a moderada de los extractos acuosos de Curarea
toxicofera (Wedd.) Barneby & Krukoff, se recomienda realizar fraccionamientos bioguiados
con el fin de establecer fracciones enriquecidas en los principios activos con actividad
antimalarica.

Se recomienda consolidar resultados de la preparacion por reflujo en el modelo de malaria
murina.

Es recomendable realizar pruebas de toxicidad aguda por via oral para las preparaciones
Curarea toxicofera (Wedd). Barneby & Krukoff, con el fin de aportar en términos de seguridad
de su uso.

Desarrollar ensayos de combinacién con farmacos de referencia a fin de determinar el tipo
de interaccion que se presenta en el uso concomitante con el remedio, de cara a la situacion
de uso clinico que en zona endémica se presenta.



A. Anexo 1. Reactivos Reveladores.

Tomado de: Wagner, H., Blandt, S, & Zgainski, E. (1984). Plant Drug Analysis . New York:
Springer-Verlang.

» Reactivo de Dragendorff con &cido clorhidrico (modificado):

Solucion A: 0,3g de subnitrato de bismuto, 1 ml de HCL 25%, % ml de agua.
Solucién B: 3g de ioduro de potasio en 5ml de agua.

Reactivo Asperjado: 5ml A+ 5 ml B + 5 ml de HC 12% + 100ml Agua.

Deteccion: Alcaloides, compuestos nitrogenados heterociclicos, aminas
cuaternarias.

> Vainillina — Ac. Sulfurico:

Solucién A: &cido sulfurico al 5%

Solucién B: vainillina 1% en etanol

La placa es asperjada vigorosamente con la solucién A, inmediatamente después
asperjar con solucion B. Calentar 5 min a110°C observar al visible.

Deteccion: terpenos, compuestos fendlicos y derivados de fenilpropano.

» Natural Products — Polietilenglicol (NP/PEG)
Solucién NP: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol.
Polietilenglicol (PEG): 4000 5% en etanol
Asperjar con los reactivos de manera consecutiva
Detecciodn: fluorescencia intensa es producida inmediatamente o despues de 15
min bajo la lu UV 365nm. PEG incrementa la sensibilidad (De 10ug — 2,5ug). El
comportamiento de la fluorescencia depende la estructura.

» Reactivo de Kedde.
5ml de una solucion etanolica fresca al 3% de fresca de &cido 3,5 — dinitrobenzoico,
mezclado con 5 ml de NaOH 2M.
La placa es asperjada con la mezcla y evaluada al visible.
Deteccion: cardenolidos

» Anisaldehido sulfurico:
0,5 ml de anisaldehido es mezclado con 10ml de acido acético glacial, seguido por
85ml de metanol y 5ml de é&cido sulfdrico, en estricto orden. El reactivo tiene
estabilidad limitada, tiene coloracion rojo a violeta.
Asperjar la placa y calentar a 100°C. evaluar al visible o0 a 365nm.
Deteccion: saponinas.



54 Evaluacion comparativa de la actividad antimalarica de un remedio tradicional frente
a un extracto primario; profundizacion del estudio de su actividad farmacol6gica

B. Anexo 2. Protocolo de actividad antimalarica in
vitro

Para la determinacién de la Clso de cada extracto o sustancia se necesitan minimo tres puntos
de diferentes concentraciones (sembrar por triplicado), el presente protocolo permite la
evaluacion de 1 muestra en cada placa de 96 pozos, teniendo pozos para determinacién por

microscopia y fluorometria de manera simultanea.

1. Distribucion de la placa de 96 pozos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A

B Dil1 | Dil3 | Dil5 | Dil 7 | Ctrl de Cto | GRS

C Dil1 | DiI3 | Dil5 | DIl 7 | Ctrl de Cto | GRS

D Dil1 | Dil3 | Dil5 | Dil7 | Ctrl de Cto |GRS

E Dil2 | Dil4 | Dil6 | Dil 8

F Dil2 | Dil4 | Dil6 | Dil 8

G Dil2 | Dil4 | Dil6 | Dil 8

H

P Muestra en diferentes concentraciones; pozos para lectura por microscopia
Muestra en diferentes concentraciones; pozos para lectura por fluorometria
Control de crecimiento en placa lectura por microscopia

[ control de crecimiento en placa lectura por fluorometria
GRS: Glébulos rojos sanos (Blanco fluorometria)

Borde de agua
Cloroquina 1 pg/ml (Cérdenas., 2011)

2. Procedimiento

2.1 Preparacion de las soluciones de trabajo

Las concentraciones a ensayar se obtienen por dilucion seriada las cuales pueden ser

preparadas en tubos conicos de 1,5 mL estériles.

2.1.1. Marque 3 tubos plasticos estériles de 15 mL. (A, B, C)

2.1.2. Tubo A: Pesar 20mg de extracto y diluir en 1mL de vehiculo (RPMI).
(concentracién final  20000ug/ml). Filtrar bajo flujo laminar con poro 0.22um.

2.1.3. Tubo B. Adicione 900 pl de RPMI y agregue 100 pl de la solucion anterior,
homogenice (2000pg/ml).
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2.1.4. Tubo C. Adicione 1800ul de cRPMI y agregue 200l de la solucion anterior,
homogenice (200 pg/ml).

2.1.5. Rotular ocho tubos cdénicos de 1.5ml como sigue:
Tubo N° 1: 200ug/ml (Solucion madre)

Tubo N° 2: 100ug/ml

Tubo N° 3: 50ug/ml

La concentracién en placa
Tubo N° 4: 25ug/ml gueda ajustada a la mitad de lo
rotulado en el tubo.

Tubo N° 5: 12,5ug/ml

Tubo N° 6: 6,25ug/ml
Tubo N° 7: 3,125pg/ml
Tubo N°8: 1,56 pg/ml

2.1.6. Del tubo C transfiera 1500 pl al tubo N°1 (solucion madre)

2.1.7. Acadauno de los tubos desde el N°2 hasta el N°8 adicione 750 pl de cRPMI.

2.1.8. Realizar diluciones seriadas a partir del tubo N°1, tomando en cada caso
750 pl del tubo anterior homogenizando con el cRPMI agregado

anteriormente. (cambie de punta cada vez que sirva).

2.2. Siembra de la placa para evaluacion de extractos vegetales

2.2.1. Colocar 100 pl de cada una de las diluciones en todos los pozos de las letras
B a G del nimero 2 al 9 segun distribucion en placa.

2.2.2. Colocar 100 pl de la suspensiéon de glébulos rojos parasitados ajustada al
2% (apéndice 6), en todos los pozos de las letras B a G del nimero 2 al 9.

2.2.3. Colocar 100 pl de RPMI + 100 pl de la suspension de globulos rojos
parasitados (apéndice 6), en todos los pozos de la columna 10 como control
de crecimiento.

2.2.4. Colocar 100 pl de cRPMI + 100 pl de CQ (Solucion C - Apéndice 3), en los
pozos B11, C11Y D11 como control positivo.

2.2.5. Adicionar 200 pl de glébulos rojos sanos con hematocrito al 2% en los pozos
E11, F11y G11.
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2.2.6. Homogenizar toda la placa por agitacion durante 60seg.
2.2.7. Tapar las placas, llevar a incubadora con balance de gases N, O,y CO;
2.2.8. Incubar a 37°C por 48 horas.

3. Preparacién de Patron (Cloroquina)
3.1. Solucidn inicial: Preparar en agua destilada una solucién 1 mg/mL (Pesar 10 mg
y disolver en 10 mL), Solucion A (1000ug/mL)
3.2. En cabina de flujo realizar las siguientes diluciones:

3.2.1. Tomar 100 pL de solucién Ay disolver en 900 puL de cRPMI (Solucién B)
(100ug/mL)
3.2.2. Tomar 10 pL de solucién B y disolver en 990 puL de cRPMI (Solucién C).

(1pg/mL)
3.2.3. Transfiera 100ul de la solucion C, a la placa de 96 pozos segun

corresponda.

4. Determinacion de la densidad parasitaria
4.1. Microscopia

4.1.1. Retirar cuidadosamente de uno de los pozos control de crecimiento (B10 a
G10) el medio sobrenadante.

4.1.2. Realizar el frotis del precipitado, evaluar la parasitemia y los estadios del
cultivo

4.1.3. Verificar que el cultivo se encuentra en estadios jovenes y la parasitemia es
considerablemente superior a la inicial.

4.1.4. Realizar los frotis de los pozos destinados a determinacion por microscopia.

4.1.5. Fijar el frotis con metanol

4.1.6. Realizar coloracion de Giemsa

4.2. Determinacion por fluorometria
4.2.1. Centrifugar la placa de 96 pozos a 500 G x 5min
4.2.2. Descartar el sobrenadante y re suspender el precipitado en 150ul de PBS
1X
4.2.3. Repita pasos 4.4.1y4.4.2
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4.2.4. Transferir 100ul de cada pozo a una placa de 96 pozos negra.

4.2.5. Agregar 100ul de SYBR 2X en buffer de lisis, mezclar para garantizar
hemolisis completa.

4.2.6. Incubar a temperatura ambiente por 2 horas en la oscuridad

4.2.7. Leer en el fluorémetro (Excitacién 485nm y emision 538nm)

5. Calculo de parasitemia
5.1. Calculo de la parasitemia por microscopia
5.1.1. Realizar conteo de glébulos rojos parasitados y no parasitados por el
método visual (1000 glébulos rojos totales)
5.1.2. Realizar célculo de parasitemia y porcentaje de inhibicién de acuerdo a las
ecucaciones

Globulos rojos parasitados

Y%Parasitemia = ( ) * 100

globulos rojos totales

5.1.3. Calculo del porcentaje de inhibicion

L Parasitemia de blanco - Parasitemia de muestra
% de Inhibicion = ( ) * 100

Parasitemia de blanco

6. Ajuste de hematocrito y parasitemia para montaje en placa

6.1. Tome una muestra de la caja de cultivo a emplear y realice determinacion de
parasitemia por conteo microscoépico.

6.2. En la orden de trabajo anexa a este protocolo (Hoja de Excel), digite en la celda
G45 el valor determinado

6.3. La hoja de célculo arroja la cantidad en pl de GRP a emplear (Celda G49) y la
cantidad de GRS a emplear (G50).

6.4. Prepare lo anterior en cRPMI segun corresponda (Celda D50), para lo cual el

hematocrito en placa quedara ajustado al 2,5%.
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C. Anexo 3. Protocolo de manejo y mantenimiento
de cultivo de Plasmodium

Para cultivar y mantener el Plasmodium falciparum se deben seguir cuidadosamente los

siguientes pasos:

1. Equipos, Materiales y Reactivos
1.1 EQUIPOS

e Agitador Talboys
e Balanza analitica Shimadzu
e Bomba de vacio
e Cabina de flujo laminar de bioseguridad Tipo Il
e Centrifuga Universal PLC-012E.
e Incubadora

e Microscopio Nikon

1.2 MATERIALES

e Cajas de cultivo estériles de 25 ml

e Tubos para centrifuga estériles de 15 mly 50 mL

e Gradillas para tubos de 15 mL y 50 mL

e Micropipeta de 100 — 1000 pL

e Micropipeta de 20 — 100 pL

e Pipetas aforadas estériles de 2 mL, 5 mL, 10 mLy 25 mL
e Pipetas pasteur estériles

e Puntas para micropipeta de 10, 200, 1000 pL en racks

e Frascos de filtracién de 500 mL con membrana de 0.22 pm
e Frasco tipo schott estéril de 500 mL

e 3 Frascos tipo schott estériles de 50 mL

e Frascos para descarte de material

e Crioviales estériles
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1.3 REACTIVOS

Medio RPMI incompleto (RPMI) = Solo RPMI

Medio RPIM base (bRPMI) = RPMI + bicarbonato

Medio RPMI completo (cCRPMI) = RPMI + bicarbonato + plasma
Bicarbonato de sodio al 5%

Sorbitol 5%

Colorante Giemsa

Pool de plasma (Segun grupo sanguineo que se requiera)
Glébulos rojos (Segun grupo sanguineo que se requiera)

Hipoclorito de sodio al 5%

2. Preparacion de medios de cultivo

2.1 Preparacion de medio de cultivo base (bRPMI)

2.1.1 Para un litro de medio de cultivo base debe tomar:

2 g de glucosa disuelta en 50 mL de agua destilada

5.92 g de Hepes disuelto en 50 mL de agua destilada

50 mg de Hipoxantina disuelta en 75 mL de agua destilada CALIENTE

1 frasco de RPMI disuelto en 400 mL de agua destilada

Se completa a 900 mL en probeta (el resto 100 mL corresponderan a
plasma)

Se filtra en frasco de filtracidbn con membrana de 0.22 um que viene
incluida.

Realizar prueba de esterilidad colocando 3 mL de medio preparado en tubo
de 15 mL.

2.2 Obtencion de GR para descongelar el cultivo (GRN)

2.2.1 Tomar en tubo tapa azul (citrato) el volumen de sangre que se obtenga

por venopuncion, de un voluntario sano que no haya consumido ningan
tipo de medicamento durante 3 semanas previas a la toma de la

muestra; por voluntario debe tomar 4 tubos.
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2.2.2 Pasar el contenido de los tubos de citrato a tubos de 50 mL con pipeta aforada
de 10 mL.

2.2.3 Centrifugar 10 minutos a 800G.

2.2.4 Marcar el tubo hasta el nivel del sobrenadante.

2.2.5 Con pipeta de 10 mL tomar el plasma y procesar segun apéndice 2.3.

2.2.6 Con pipeta pasteur tomar las células blancas y descartar.

2.2.7 Adicionar bRPMI al nivel donde estaba el plasma.

2.2.8 Centrifugar 5 minutos a 800G. y descartar sobrenadante.

2.2.9 Repetir paso 2.2.7y 2.2.8.

2.2.10 Descartar sobrenadante.

2211 Volver a centrifugar para retirar todo el medio de cultivo.

2.2.12 Dejar solo los GR empaquetados resuspendidos en iRPMI (RPMI +

Bicarbonato) en proporcion 1:1.

2.3 Preparacion de plasma
2.3.1 Solicitar las bolsas (minimo 2) al Hemocentro Distrital, aclarar que el plasma
no venga ni lipémico ni hemolizado.
2.3.2 Descongelar las bolsas de plasma a temperatura ambiente o en bafio maria a
37 °C.
2.3.3 Inactivar por 30 minutos a 56°C en bafio de maria.
2.3.4 Una vez termine el tiempo, limpie muy bien las bolsas con alcohol al 70%.
2.3.5 Asegulrese de que TODO el material a utilizar dentro de la cabina esté LIMPIO
Y ESTERIL.
2.3.6 Enun frasco tipo schott estéril de 1000 mL deposite el contenido de las bolsas
de plasma, no olvide mezclar muy bien.
2.3.7 Separar en alicuotas de 45 mL en falcon estéril.
2.3.8 Centrifugar a 1000 G por 20 minutos.
2.3.9 Una vez centrifugado recupere el sobrenadante, si el sobrenadante presenta
una capa grasosa retirela primero antes de pasarla a un tubo falcon estéril.
2.3.10 Llevar a congelador -20°C (Stock)
2.3.11 Una vez utilice un falcon del congelador de -20°C, manténgalo en

refrigeracion a 4°C hasta agotarlo.
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2.3.12 Si no tiene plasma del hemocentro realice el mismo procedimiento con

el plasma que obtiene de los pacientes.

2.4 Descongelacién del cultivo

2.4.1 Revisar en el mapa de congelacion, cual vial va a retirar del

ultracongelador de -135°C.

2.4.2 Tomar el criovial del congelador de -135°C y sosténgalo en la mano con

el fin de darle temperatura de 37°C por 5 minutos o hasta que

descongele completamente.

se

2.4.3 En cabina de flujo laminar adicionar en el mismo criovial gota a gota 100

pL de NaCl 12%, mezclar cada vez que se adicione una gota, siempre

sosteniendo el tubo en la mano para mantener la temperatura.
2.4.4 Mantener en la mano por 5 minutos en reposo total.

2.4.5 Pasar con micropipeta de 1000 el contenido a un tubo de 50 mL

2.4.6 Adicionar 5 mL de NaCl 1.6% estéril gota a gota, agitando suavemente.

2.4.7 Centrifugar a 500 G por 5 minutos y retirar sobrenadante con pipeta
pasteur de vidrio.

2.4.8 Adicionar 5mL de iRPMI y agitar suavemente mientras lo adiciona.
2.4.9 Centrifugar a 500 G por 5 minutos Yy retirar sobrenadante con pipeta
pasteur.

2.4.10 Resuspender el precipitado en 10 mL de medio cRPMI

2.4.11  Adicionar 300 pL de GRN.

2.4.12 Pasar a una caja de cultivo de 25 mL cerrar la caja y llevar a
incubadora a 37°C con balance de gases y una vez en la incubadora
destapar la caja hasta donde lo permite el tope de la misma.

2.4.13 Dejar por dos dias sin revisar la parasitemia por medio frotis y

coloracién por giemsa.

2.5 Revisién de parasitemia del cultivo

2.5.1 Transferir la caja de cultivo a cabina de flujo laminar.
2.5.2 Agitar suavemente la caja con el fin de desprender los GR que estan
sedimentados.

2.5.3 Destapar la caja y retirar 500 puL pasandolos a tubos de 1.5mL.
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254
2.5.5
2.5.6
2.5.7
2.5.8

Devolver la caja a la incubadora.

Tomar el tubo de 1.5mL y llevar a centrifugar por 2 min. a 500 G.
Del precipitado tomar 5 pL para realizar el frotis.

Realizar coloracion Giemsa (apéndice 2.6)

Observar estadios y calcular parasitemia.

2.6 Coloracion de los frotis con Giemsa

2.6.1

2.6.2

2.6.3

2.6.4

2.6.5

2.6.6
2.6.7

Fijar el extendido adicionando metanol suficiente para cubrir todo el
frotis.

Descartar el metanol y dejar que se seque completamente a
temperatura ambiente o con secador.

Preparar solucién de Giemsa 1:9 (1 de colorante por 9 de buffer de
Giemsa).

Adicionar la solucién de Giemsa sobre la placa y dejar por 10 minutos.
Lavar con agua potable.

Secar.

Observar al microscopio con objetivo de inmersion 100X.

2.7 Célculo del porcentaje de parasitemia

271
2.7.2

2.7.3

274

275
2.7.6

Calcular el porcentaje de parasitemia leyendo los campos necesarios.
Cada campo debe contener entre 30 y 300 GR que estén dispuestos de
manera homogénea y no superpuestos, esto con el fin de obtener un
recuento de 1.000 glébulos rojos totales.
Una vez tenga escogido el campo separa el
cuatro cuadrantes y en uno de ellos haga el
recuento de GR

Posteriormente realice el recuento de GR
parasitados en todo el campo (4 cuadrantes)
% parasitemia = (GRP / GRN*4) * 100
Ejemplo, si el campo de la parte superior

izquierda fuese su campo los GR rojos son
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sus GRN y los GR rosados son sus GRP, entonces
2.7.7 % parasitemia = (6 /9*4)*100 = 16.6%
2.7.8 No olvide anotar los estadios y el porcentaje de estos con respecto en

la muestra.

2.8 Cambio y mantenimiento del cultivo

2.8.1 Atemperar el medio de cultivo en incubadora a 37°C.

2.8.2 Atemperar los GR y el suero colocandolos en la cabina de flujo laminar

2.8.3 Transferir cuidadosamente la caja de cultivo a cabina de flujo laminar,
con el fin de que no se desprendan los GR sedimentados. si la caja se
agita durante este proceso debe dejarse estabilizar unos 30 minutos.

2.8.4 Descartar el medio de cultivo de la parte superior con pipeta pasteur.

2.8.5 Adicionar medio cRPMI, recordando que cada caja debe quedar con
10 mL.

2.8.6 Homogenizar y dependiendo de la parasitemia y hematocrito adicionar
GRN y/o ampliar el cultivo segun apéndice 2.9.

2.8.7 Recuerde que el cultivo inicia con 20% de plasma, usted debe llevarlo
gradualmente al 10% de plasma (20 — 15 -10% plasma).

2.9 Ampliaciéon de cultivo
2.9.1 Atemperar el medio de cultivo colocandolos en incubadora a 37°C.
2.9.2 Atemperar los GRN y el plasma, en la cabina de flujo laminar.
2.9.3 Tomar la caja de cultivo de la incubadora y colocarla en la cabina de
seguridad.
2.9.4 Agitar suavemente la caja con el fin de que se levanten los GR que estan
sedimentados.

2.9.5 Con el porcentaje de parasitemia utilice la formula V1*C1 = V2*C2 esto
dependiendo la concentracion a la cual desee y necesite dejar el cultivo.
2.9.6 Tomar la cantidad de cultivo que necesite y adicionar medio de cultivo
para completar 10 mL, adicionar GR sanos para que el hematocrito se

mantenga, agitar suavemente

2.9.7 Llevar a incubadora.
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2.10 Sincronizacion del cultivo

2.10.1

2.10.2
2.10.3
2.10.4
2.10.5

2.10.6
2.10.7
2.10.8
2.10.9
2.10.10

2.10.11

211
2111

2.11.2
2.11.3
211.4

2.11.5
2.11.6

Sincronizar con una parasitemia mayor a 4% en estadio de anillos y un
precipitado cercano de 0.5 mL.

Transferir la caja de cultivo a cabina de flujo laminar.

Transferir el contenido de la caja aun tubo estéril de 15 mL.

Centrifugar a 500 G por 5 minutos y retirar sobrenadante con pipeta.
Adicionar 9 partes de sorbitol 5%, homogenizar e incubar a 37°C por 10
minutos.

Centrifugar a 500 G por 5 minutos y retirar sobrenadante con pipeta pasteur.
Adicionar 5 mL de bRPMI, homogenizar

Centrifugar a 500 G por 5 minutos Yy retirar sobrenadante con pipeta.
Adicionar medio cRPMI suficiente para que el hematocrito quede a 5%.
Pasar a una caja de cultivo de 25 mL cerrar la caja y llevar a incubadora a
37°C con y una vez en la incubadora destapar un poco la caja.

Revisar a las 48 horas.

Congelacién del cultivo
Cuando tenga un cultivo con predominio de anillos y una parasitemia
superior al 10%
Transferir la caja de cultivo a cabina de flujo laminar.
Transferir el contenido de la caja aun tubo estéril de 15 mL
Centrifugar a 2600rpm por 5 minutos y retirar sobrenadante con pipeta
pasteur.
Retirar la capa de GR de color negra.
Adicionar solucion criopreservante 1:4 (1 de precipitado : 4 de

criopreservante)

2.11.7 Adicionar la solucion gota a gota, agitando suavemente

2.11.8 Servir de 1000 pL en tubos de criopreservacion estériles

2.11.9 Pasar a Nitrégeno liquido o a freezer de -135°C.

Preparacion de las soluciones de NaCl 12%
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1. Para preparar la solucion de NaCl 12%: Pesar 12 g de NaCl y disolver en 100 mL
de agua destilada.

Preparacion de las soluciones de NaCl 1.6%

2. Para preparar la solucién de NaCl 1.6%: Pesar 1.6 g de NaCl y disolver en 100 ml
de agua destilada.

Preparacion de la solucion de sorbitol al 5%

3. Para preparar la solucién de sorbitol al 5%: pesar 5g de sorbitol y diluirlos en 100

mL de agua destilada estéril y filtrar con pirinola de 0.22 pm.

Preparacion de la solucidn criopreservante:

Mezclar 28 ml de glicerol + 3.024 g de sorbitol + 0.65 g de cloruro de sodio + 72 ml de agua
destilada vy filtrar en pirinola de 0.22 um

D. Anexo 4. POE para evaluacion de actividad
hemolitica.

Tomado y adaptado de:
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Hoffman Group. Procedimiento estandar para el ensayo de hemolisis

Malagoli, D. A full-lenngth protocol to test hemolytic of palytoxin on human erythrocytes.
ISJ 4:92-94, 2007

Materiales:

Tubos citrato de sodio (tapa azul)
Sangre

Solucioén salina 0.9%

Goteros

PBS 1X (pH 7.0)

Tubos falcon 15 ml

Placas de 96 pozos fondo redondo
Pipeta de 1000 pl

Pipeta de 100 ul

Frasco para descartar puntas

Equipos:

e Centrifuga
e Vortex
e Espectrofotémetro de placas

Procedimiento:

1. Preparacion de glébulos rojos

Tomar la muestra de sangre en tubo de citrato (tapa azul)

Centrifugar 5 min a 500 G.

Marcar el volumen total de sangre

Remover el suero con pipeta plastica pasteur

Llevar a volumen marcado con solucion salina (SS)

Mezclar por inversion muy suavemente o con vortex a 2000 rpm (solo un
toque)

Centrifugar 5 min a 500 G.

Repetir 4 veces

Remover la solucion salina del dltimo lavado

Dejar el paquete de glébulos rojos para la utilizacion de la prueba
Adicionalmente se puede adicionar PBS si la sangre se utiliza para varios
dias con el fin de visualizar la hemodlisis.

~ooooTw

T T oaQ

2. Preparacién de las muestras
a. Pesar 2 mg del material.
b. Adicionar DMSO que no supere el 25%, este se debe adicionar de poco a
poco e ir mezclando en el vortex, si es necesario someterla a calor por 10
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minutos mientras se disuelve, también se puede llevar al sonicador. (En este
caso no fue necesario el uso de DMSO ya que no se evidencian problemas
de solubilidad en PBS, se pasa al paso c).

Posteriormente completar el volumen con PBS

Preparar las siguientes concentraciones a 1000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 y
0,001 pg/ml.

Estas concentraciones se usa con el fin de determinar el porcentaje de
hemolisis y la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso).

Si el porcentaje de hemdlisis es superior a 50% se deberan realizar las
siguientes diluciones 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3 y 15.6.

3. Controles

a.
b.
c.

Blanco: PBS
Control de lisis espontanea: GR disueltos en PBS 1:10
Control Positivo: Agua 6 Triton X-100 al 0.1%

4. Andlisis de las muestras

~pooow

s Q

Los tres primeros pozos, se usan para depositar el blanco

Los siguientes tres pozos se usan para el control de lisis espontanea

Los siguientes tres pozos se usan para el control positivo

Los otros pozos se utilizardn para las muestras

Mezclar las muestras en un vortex a 2500 rpm.

Servir 100 pl de las muestras por triplicado en placas de 96 pozos de fondo
redondo o coénico.

Adicionar 100 pl de los GR.

Incubar por 1 hora a 37°C

Una vez cumplido el tiempo de incubacion, centrifugar a 500 G por 10
minutos.

Tomar 50 pl del sobrenadante en una placa de fondo plano.

Leer en espectrofotbmetro a 418 nm.

5. Calculo del porcentaje de hemdlisis

%hemolisis = (

(ABS_muestra — Prom_ABS_PBS) — (Prom_ABS_GR — PBS) 100
*
(Prom_ABS_Ctrl_positivo — Prom_ABS_PBS) — (Prom_ABS_GR — PBS)
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E. Anexo 5. Plegable socializacion de resultados
previos con la comunidad.
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F.Anexo 6. Consentimiento previo

=
LIVERSIDAD IWACTOMN AL IE COLOMBIA.

BOCHTA
FATUITAT 19 (R0
Departamento di Farmacin

Consentimiento fundamentado previo

Tiulo del proyesta:

Actvidad antimalarica de un remedie tradicional usado por una comunidad
&n zona endémica, profundizacién en interacciones consecuencls de su
empiee en combinacién con medicamentos para tratar 3 enfermedad.

Lo Ewilames a parficipar como informante volutane en el proyests de
investigacidn realizado por ol Deparamento de Famacia de la Universidad
Mazional de Colombla.

El objeive general de esla nvestigackn €5 oblensr informacién scbre la
preparacion de los remedios Wagicionales chienidas de dos piantss usades para el
tretamento de la malaria, coa el fin g2 valorar expermentalmente e electo de sy
o combinade con medicamentes de use comuin en la eriermedad y determinar
las vemajas o desveniajas que dichas combinaciones conllevan,

Su particlpacidn serd voluntaria, comunicindancs la informacion scbre los
remedios y ks plantas ubbzadas en la enfermedad

La informacian que i selictemos inchird indicarnos que parte de la planta wiliza,
los métodos de preparacdn y forma de uso, La enirevista y preparaciin de los
remadios. podrd ser grabada si estd de acuerdo con ell, & material audiovisual
sard empleado inbemameante y Onicameanta por los imesligadores.

Ustad prasancd las exphcaciones completas de |os derechos de conaulta previa y
eonsentimiento libra previe & infornade;, beasdes en documenlos pablicos achre
consulla previa del Ministerio el Interior y de Justicsa y de la carilla “legjenda
darechas” de la Organizacion Macional Indigena da Colombia = ONIC, en los cules
gueda descrita la posicion gue fiene puesiio grupo de investigacion, también fue
precisa ks explicacian sobre |a paricipacian justa y equitativa de los bereficios que
se deriven de |8 infarmacdn chtenida denkre del prayecio siguiendo ef Protocsle
de Magoya sobre Access y Parlicipaciin en los Beneficics. descrta la posacidn
gue ena nuestro grupo de investgackn.

1
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Tambedn sa le explicd 8 profundidad el objetiva del estudia, |08 inlegrantes del -
grups de nvestigacidn, la metodolegia v los aspeclos sociales, ambientales,
culturales y econdmecos que el proyecto promueyve en la comunidad.

Listed decidind weluntariamente participar en esta nvesbigackn. En la publicacion o
presentacin  de  resultades de Investigecidn su identidad sa manterdrd
conficencial, este significa que su nombre, direccién, facha de nacimiente u ctra
irformacion que ko pueda denbficar no s2rd dada a nadie 5N 5U autonzascion.

Informarte.

HE LEIDO ¥/ ESCUCHADO LO DESCRITO EN LAS PRESENTACIONES Y EN
EL PRESENTE DOCUMENTC ¥ HE TENIDO LA OFPQRTUNIDAD DE HACER
LAS PREGUNTAS PERTINENTES.

A firrmar este documents, scepto participar voluntaiaments en & nvesligacion en
los témmines estipulados,
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Anexo 7. Clasificacion taxondmica

S
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS

INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES
HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)

COL-221
Bogota D.C., 16 de octubre de 2013

Sefiores

Giovanny Garavito

Ciudad

Asunto: Identificacion Taxonémica muestras

Cordial Saludo,

Me permito dar respuesta a su solicitud referente a la identificacion taxonémica de la(s) muestra(s)
botanica(s):

Nombre FamiLia : gL Colector c’:?;:: 2 Determind
Ambelania cf. duckei Markgr. APOCYNACEAE 570483 vu“’,?s:gd;g‘;ez & . F ety
gﬁﬁﬁ'ﬁﬂ"ﬁf""a o2 MENISPERMACEAE. | 7084 Ve seaa | 3 |aswsnons
’s’gz’: fﬁ"d"ﬁ’"a (Mart.) MENISPERMACEAE | oo V"‘j";:?;‘;fcgi":z . 4 | A Jaran2013
gﬁiﬁi’ﬁ;‘éﬁ‘?{ﬁfo%vedd') MENISPERMACEAE | o000 wmggdarricgi:ez& 2 | A Jarano13

Esta certificacion no es valida para tramites ante el INVIMA o el ICA. EI (Los) pliego(s) testigo(s) quedara(n)

como muestra permanente en nuestro herbario.

Cordialmente,

Prof. CARLOS ALBERTO PARRA

Administrador General

Herbario Nacional Colombiano -COL
E-mail: herbacol_fcbog@unal.edu.co

Copa Ao COL
Floctor Folon

ciencia, tecnologia e innovacion para el pals

Carrera 30 No. 45-03, INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES,

*HERBARIO NACIONAL COLOMBIANO (COL)" Edificio 425- 2° piso, Oficina 222
Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext.11538 - 11518 Fax: 11538

Correo electrénico:

Bogot4, Colombia, Sur América
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