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Resumen

Contribucién a la estandarizacion de un extracto de plantas con antecedentes
etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio de evaluacién fitoquimica
y actividad biolégica

Utilizando el criterio etnofarmacolégico se preseleccionaron cinco plantas con reportes de
actividad antimalarica: Cecropia metensis Cuatrec, Cecropia membranacea Trécul,
Verbena littoralis Kunth, Ambelania duckey Mark y Curarea toxicofera Wedd Barneby &
Krukoff. EI material vegetal fue colectado en diferentes departamentos de Colombia,

acondicionado y sometidos a extraccion etandlica por percolacion exhaustiva.

En una primera etapa los extractos etandlicos de las cinco plantas preseleccionadas se
evaluaron in vitro, frente a Plasmodium falciparum cepa FCR-3 (cloroquina resistente). El
extracto etandlico de C. toxicofera presentd la mejor actividad antiplasmodial (Cls=7.6 %
3.9 ug/mL) y se detectaron alcaloides. El resultado de actividad antiplasmodial para los

extractos etandlicos de las otras especies evaluadas fue de inactivo.

Posteriormente para el extracto etandlico de C. toxicofera se realizé un fraccionamiento
acido-base. Los resultados de la actividad antimalarica in vivo frente Plasmodium berghei,
a una dosis de 400 mg/Kg, mostraron para EtOHCt un porcentaje de parasitemia de
38.0 + 3, del mismo orden que las fracciones alcaloides: FrDCM1 (31 = 8), FrDCM2
(34 £ 5) y (FrAcB) (39 + 3). Los porcentajes de parasitemia para cloroquina y el vehiculo
fueron de 20 £ 7 y 42 + 3 respectivamente. La similitud en la actividad antimalarica in vivo
de los tratamientos puede estar asociada con la semejanza quimica observada en los

perfiles cromatograficos de los alcaloides. A partir del ensayo de toxicidad aguda se
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establecieron las siguientes dosis letales 50: EtOHCt (DLsp=1000 mg/Kg), FrDCM1
(DLso=5000 mg/Kg) y FrDCM2 (DL5p=400 mg/Kg).

La fraccion alcaloidal (FrDCM2) se sometié a cromatografia en columna empleando silica
gel hasta obtener un compuesto puro, para el cual se realizé el estudio estructural mediante
cromatografia liquida ultraeficiente con detector de arreglo diodos (CLUE-DAD),
cromatografia liquida ultraeficiente con detector de arreglo diodos acoplada a
espectrometria de masas (CLUE-DAD-EM), 'H-RMN vy los experimentos bidimensionales
COSY y HSQC. A partir de estos resultados se establecié que el compuesto aislado era

isochondodendrina.

Las Clso de las muestras evaluadas por el método LDH frente a P. falciparum cepa W2
(resistente a cloroquina) fueron: EtOHCt (5.25 + 1.53 ug/mL), FrDCM1 (4.04 £ 0.83 pug/mL)
y FrDCM2 (6.28 + 0.66 pg/mL). Todas las muestras presentaron actividad antiplasmodial,
clasificada en rango activo (Clsp = 1 a 15 ug/mL). Las fracciones y el compuesto identificado
como isochondodendrina (A1) se clasificaron como moderadamente citotoxicos ya que sus

valores de CCso fueron menores que 50 pg/mL.

Estos resultados mostraron que las fracciones de alcaloides de C. toxicofera presentaron
actividad antimalarica que puede estar asociada con los alcaloides bisbenzilisoquinolinicos
(BBIQS) como el alcaloide isochondodendrina, una sustancia aislada en esta
investigacion. Las fracciones obtenidas de C. toxicofera pueden convertirse en una

alternativa para el tratamiento de la malaria.

Palabras claves: Curarea toxicofera, antimalarico, pruebas de toxicidad aguda, alcaloides

vegetales.
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Abstract

Contribution to the standardization of a plant extract with ethnopharmacological
antecedents of antimalarial activity, through phytochemical evaluation and

biological activity

Using ethnopharmacological criteria, five plants with reports of antimalarial activity were
preselected: Cecropia metensis Cuatrec., Cecropia membranacea Trécul., Verbena
littoralis Kunth., Ambelania duckey Mark, and Curarea toxicofera Wedd Barneby & Krukoff.
The plant material was collected in different departments of Colombia, conditioned and

subjected to ethanolic extraction by exhaustive percolation.

In a first stage, the ethanolic extracts of the five preselected plants were evaluated in vitro,
against Plasmodium falciparum strain FCR-3 (resistant chloroquine), the ethanolic extract
of C. toxicofera presented the best antiplasmodial activity (ICs0=7.6 £ 3.9 ug/mL) and
alkaloids are detected. The result of antiplasmodial activity for the ethanolic extracts of the

other evaluated species was inactive.

Subsequently, acid-base fractionation was performed. The results of the in vivo antimalarial
activity against Plasmodium berghei showed a percentage of parasitemia of 38.0 + 3 for
EtOHCt, in the same order as the alkaloid fractions: FrDCM1 (31 + 8), FrDCM2 (34 % 5)
and (FrAcB) (39 £3). The percentages of parasitemia for chloroquine and the vehicle were
20 + 7 and 42 * 3, respectively. The similarity in the in vivo antimalarial activity of the
treatments may be associated with the chemical similarity observed in the chromatographic
profiles of the alkaloids. From the acute toxicity test, the following lethal doses 50 were
established: EtOHCt (LDsp=1000 mg/Kg), FrDCM1 (LDs,-5000 mg/Kg) and FrDCM2
(LDso=400 mg/Kg).
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The alkaloidal fraction (FrDCM2) was subjected to column chromatography using silica gel
until a pure compound was obtained, for which the structural study was carried out using
ultra-efficient liquid chromatography with diode array detector (CLUE-DAD), ultra-efficient
liquid chromatography with diode array-mass spectrometry. (CLUE-DAD-MS), '"H-NMR and
the bidimensional COSY and HSQC experiments. From these results it was established

that the isolated compound was isochondodendrine.

The I1Cso of the samples evaluated by the LDH method against P. falciparum strain W2
(chloroquine resistant) were: EtOHCt (5.25 + 1.53 yg/mL), FrDCM1 (4.04 + 0.83 pg/mL)
and FrDCM2 (6.28 + 0.66 ug /mL). All samples presented antiplasmodial activity, classified
in active range (ICso = 1 to 15 pg/mL). The fractions and the compound identified as
isochondodendrin (A1) were classified as moderately cytotoxic since their CCso values were

less than 50 pg/mL.

These results showed that the alkaloid fractions of C. toxicofera presented antimalarial
activity that may be associated with bisbenzylisoquinoline alkaloids (BBIQS) such as the
isochondodendrine alkaloid, a substance isolated in this investigation. The fractions

obtained from C. toxicofera can become an alternative for the treatment of malaria.

Keywords: Curarea toxicofera, antimalarial, acute toxicity tests, vegetable alkaloids
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Introduccion

La malaria es una enfermedad parasitaria presente en el trépico, con alta incidencia tanto
en morbilidad, como en mortalidad. En el informe mundial sobre malaria 2021, se estimaron
241 millones de casos en el afio 2020 y se reportaron 627.000 muertes en todo el mundo.
A pesar que en la regiéon de las Américas los casos de malaria se redujeron en un 58% (de
1.5 millones a 0.65 millones) y las muertes en 56% (de 909 a 409), en el afio 2020 Brasil,
Colombia y la Republica Bolivariana de Venezuela presentaron mas del 77% de todos los
casos de esta region (OMS, 2021). Colombia en la semana epidemiolégica 38 de 2022
presentd un acumulado de 53826 casos de malaria, de los cuales 52552 son de malaria

no complicada y 1274 de malaria complicada (Instituto Nacional de Salud, 2022).

En Colombia y otros paises de la region pueden suceder brotes eventuales debido al
deterioro ambiental que facilita la reproduccion de vectores anofelinos, y la migracion de
grupos poblacionales portadores del parasito; causada por el aumento de actividades
como mineria ilegal y la proliferacion de cultivos ilicitos en areas endémicas inestables y
de poca transmisién (Padilla et al., 2017). Por ejemplo, en la semana 52 de 2018 se reporto
el aumento del nimero de casos de malaria en los departamentos de Arauca, Caqueta y
Norte de Santander, en comparacion con el promedio de casos reportados en 2012 a 2017
(Instituto Nacional de Salud, 2018).

En Colombia se presentan zonas endémicas de malaria, en las cuales predominan las
infecciones por Plasmodium vivax (P. vivax) y Plasmodium falciparum (P. falciparum). La
prevalencia de la malaria, unido al desarrollo de resistencia del parasito a los farmacos
utilizados para su tratamiento soportan la necesidad de disponer nuevas opciones
terapéuticas. (Ezenyi & Salawu, 2016; Uzor, 2020; Weathers et al., 2014; Wright, 2005).

Una de las estrategias con mejores resultados para llegar a nuevos ingredientes

farmacéuticos activos (drogas o farmacos), es el estudio de especies con antecedentes



etnofarmacolégicos. Como ejemplos de plantas utilizadas para el tratamiento de la malaria,
que han conducido al desarrollo de farmacos tenemos la corteza de quina (Cinchona sp.),
especie americana, de la cual se obtuvo la quinina, molécula que sirvié de base para el
desarrollo de la cloroquina; de Artemisia annua, reportada en la medicina tradicional china,
se extrajo artemisinina, farmaco que junto con sus derivados artesunato, artemeter y
arteeter, se usan en el tratamiento de la malaria. (Aguiar et al., 2012; Karunamoorthi et al.,
2013; Omura, 2015; Uzor, 2020; Valadeau et al., 2010).

En Colombia, la biodiversidad y la abundancia de conocimiento tradicional y popular
relacionado con el uso de plantas medicinales para el tratamiento de la malaria han
permitido la realizacion de diversas investigaciones que han llevado a la validacién de la
actividad biolégica de numerosas especies vegetales frente a Plasmodium spp. y han
abierto la puerta a la obtencion de extractos primarios, fracciones enriquecidas de un grupo
de compuestos o0 moléculas con actividad antimalarica (Garavito et al., 2006; Hernandez
Carvajal et al., 2014; Weniger et al., 2001); adicionalmente, no puede desconocerse la
oportunidad que este conocimiento representa para la obtencion de extractos
estandarizados que puedan ser utilizados como ingredientes activos en productos

fitoterapéuticos para el tratamiento de la malaria.

Especificamente esta investigacion pretendié caracterizar, quimica y farmacolégicamente,
extractos y fracciones primarias de especies vegetales que presentaron antecedentes de
uso tradicional y reportes en la literatura como antimalaricos. Para alcanzar este propésito
se evalud la actividad antiplasmodial in vitro, utilizando P. falciparum cepa FCR-3, de
extractos etanodlicos de las plantas seleccionadas previamente: Cecropia metensis
Cuatrec, Cecropia membranacea Trecul, Verbena littoralis Kunth, Ambelania cf duckey

Markgr y Curarea toxicofera (Wedd) Barneby & Krukoff.

Posteriormente se evalud in vivo la actividad antimalarica, mediante la prueba supresiva
de cuatro dias en P. berghei (cepa ANKA) de la especie vegetal seleccionada C. foxicofera.
Ademas, se evalué la toxicidad aguda por via oral, con lo cual se obtuvo informacion sobre
la seguridad del extracto vegetal. Se propone un compuesto obtenido de la planta
seleccionada como marcador quimico, util en la caracterizacion y control de calidad de
materia prima e ingrediente natural, asi como en las diferentes etapas conducentes a la

estandarizacion del extracto.






1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar, quimica y farmacolégicamente, extractos y fracciones primarias de especies
vegetales, con el fin de contribuir al desarrollo en la estandarizacion de un extracto con

antecedentes etnofarmacoldgicos de actividad antimalarica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Seleccionar una especie vegetal con potencial actividad antimalarica, a partir de la
comparacion de composicion quimica y de la actividad antiplasmodial frente a P. falciparum

de extractos o fracciones primarias obtenidas de diferentes especies vegetales.

- Evaluar la actividad antimalarica in vivo frente a P. bergei del extracto o fraccion primaria

de la especie vegetal con mayor actividad antiplasmodial.

- Proponer al menos un compuesto o clases de metabolitos secundarios que puedan ser
considerados como marcadores analiticos o terapéuticos, para el extracto o fraccion

primaria de la especie vegetal de mejor actividad antimalarica.

- Evaluar, para la especie vegetal seleccionada, el efecto de época de colecta sobre la

composicion quimica del material vegetal en el extracto o fraccién primaria.

- Determinar, para la especie vegetal seleccionada el indice de selectividad, de extracto o

fraccién primaria a partir de la actividad antiplasmodial y hemolitica.

- Establecer la toxicidad aguda por via oral del extracto o fraccion primaria para la especie

vegetal seleccionada.






2. MARCO TEORICO

2.1 MALARIA

2.1.1 Generalidades de la Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria grave y potencialmente mortal, que ha afectado
la humanidad a lo largo de la historia. A pesar de que la morbilidad y mortalidad ha
disminuido, la tasa de mortalidad por malaria en 2020 es de 15 muertes por cada 100000
habitantes en riesgo (OMS, 2021). Aproximadamente el 96% de las muertes por malaria
se reportan en 29 paises, la mayoria de los casos y de las muertes se registran en el Africa
subsahariana; también se ve afectado el Sudeste asiatico, Latinoamérica y en menor
medida Medio Oriente. Entre los grupos de poblacién que son afectados por la malaria se
encuentran: nifios, mujeres embarazadas, pacientes con VIH, viajeros internacionales
procedentes de zonas no endémicas, emigrantes de zonas endémicas entre otros (OMS,
2021; White et al., 2014).

En el mundo la malaria sigue siendo una enfermedad infecciosa frecuente y su control es
dificil debido a la resistencia del parasito a los farmacos antimalaricos y de los mosquitos
a los insecticidas, ademas de las condiciones socioecondmicas y conflictos politicos que
obligan a la migracién de la poblacién a zonas endémicas (Bannister & Mitchell, 2003;
Souza et al., 2018; Deharo et al., 2000).

Se han realizados diferentes estrategias lideradas por la OMS para disminuir el nimero
de infectados y muertes por malaria en regiones endémicas, entre ellas se encuentran el
control del vector empleando mosquiteros e insecticidas con piretroides, avances en la
realizacién de pruebas de diagndstico a pacientes con sospecha de malaria, implementar
quimioprofilaxis para viajeros expuestos a ser infectados con malaria y aumentar la

disponibilidad de tratamientos en combinacién con artemisinina o derivados como
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artesunato que reduce la mortalidad por malaria. La implementacion de estas estrategias
explican en gran medida la disminucion de los casos de malaria, tomando como ejemplo
la Region de Africa, entre el 2000 y el 2019 la incidencia de casos se redujo de 368 a 222
por 1000 habitantes en riesgo (OMS, 2021).

2.1.2 Situacion actual de la Malaria

La malaria es una enfermedad que tiene incidencia a nivel mundial y continda siendo una
problematica de salud publica en diferentes paises. La cantidad de casos de malaria por
1000 habitantes en riesgo se redujo de 81 en el ano 2000 a 56 en el ano 2019 y aumento
en el afio 2020 a 59. Este aumento en 2020 se asocidé a variaciones en los servicios de
prevencion, diagndstico y tratamiento de malaria debido a la pandemia por COVID-19
(OMS, 2021).

En la Region de las Américas, en el afio 2020 se notificaron 602476 casos de malaria y
108 muertes de indigenas, disminuyendo un 11% y 43% respetivamente en comparacién
con los datos notificados en el afio 2010. Es importante mencionar que el mayor porcentaje
de los casos estimados se reportan en: la Republica Bolivariana de Venezuela (35%),
Brasil (26%) y Colombia (16%) Figura 2-1 (OMS, 2021).

Figura 2-1: Porcentajes de casos estimados de malaria por pais en la Region de las
Américas en 2020.
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Fuente: World Malaria Report 2020 (OMS, 2021).



En Colombia predomina la infeccion por Plasmodium vivax (P. vivax) con 59.4 % (31961),
seguido de Plasmodium falciparum (P. falciparum) con 39.6 % (21311) e infeccién
mixta 1% (554). En la semana epidemioldgica 38 de 2022 se han notificado 14 casos
probables de muerte por malaria, reportados en los Departamentos de Antioquia, Choco,

Codrdoba, Narifio, Valle del Cauca y Risaralda (Instituto Nacional de Salud, 2022).

En Colombia la malaria es un problema de salud publica relevante, debido a que cerca del
85% del territorio es rural, con regiones ubicadas por debajo de los 1500 metros sobre el
nivel del mar (msnm), presenta condiciones climaticas, geograficas y epidemioldgicas
aptas para la transmision de la enfermedad. Las caracteristicas antes mencionadas hacen
que se reporte malaria en 85% del pais, de estos el 25% esta en riesgo alto (indice
Parasitario Anual (IPA) >10) de sufrir la enfermedad. Los departamentos en los cuales se
reporta cerca del 70% de los casos de malaria reportados son Choco, Cordoba, Antioquia,
Valle del Cauca y Cauca, lugares que presentan asentamientos afrocolombianos de
la Region Pacifica y en los valles interandinos. Los casos notificados de malaria en
Amazonas corresponden al 2.7% del registro Nacional. Las regiones en las que se reportan
casos de malaria estan estrechamente relacion con la pobreza (Instituto Nacional de Salud,
2022; Knudson-Ospina et al., 2020; OMS, 2021).

Por lo anterior se requiere un trabajo desde diferentes abordajes: medicina, farmacologia
epidemiologia, ecologia con el fin de mejorar los programas de salud publica orientados
controlar y erradicar la malaria en Colombia. Otro de los abordajes que pueden contribuir
al tratamiento de la malaria es la busqueda de nuevas moléculas con actividad antimalarica
a partir de plantas medicinales con antecedentes de uso en el tratamiento de la malaria,
en las regiones afectadas con la enfermedad. Algunos ejemplos de plantas son: Arfemisia
annua, de la cual se obtuvo la artemisinina, Cinchona succiruba se reporto la quinina. Otras
especies que se han estudiado por sus antecedentes de uso antimalarico son Simarrouba
amara, Cryptolepis sanguinolenta, Peschiera fuchsiaefolia, Teclea gerrardii (Kaur et al.,
2009; Wright, 2005).
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2.1.3 El parasito: Plasmodium spp.

La malaria es la enfermedad parasitaria con un alto impacto en la humanidad, es causada
por parasitos pertenecientes al género Plasmodium, los cuales son transmitidos por las
hembras de los mosquitos Anopheles. Cinco especies del género Plasmodium causan la
malaria infecciosa en los seres humanos, la mayor cantidad de casos reportados son
causados por Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax. Ademas, se pueden encontrar
infecciones en el hombre por Plasmodium ovale, Plasmodium malariae y Plasmodium
knowlesi que han sido reportadas como especies comunes al hombre y al mono (Garrido-
Cardenas et al., 2019; White et al., 2014).

P. falciparum, es el parasito responsable de la enfermedad de mayor mortalidad en la
historia, causa la muerte de millones de personas al afio especialmente nifios de corta
edad. Su distribucion se reporta en las regiones de: Asia Sudoriental, Américas, Pacifico
Occidental, Mediterraneo y Africa, esta Ultima es la region mas afectada con mas del 90%
de los casos y el 96% de las muertes en todo el mundo. A pesar de las estrategias
implementadas por la OMS para disminuir el contagié de malaria nivel mundial, hubo 241
millones de casos estimados de malaria en 2020 en los paises endémicos, lo que
representa un aumento en relacioén con los 227 millones de casos estimados en 2019. Los
esfuerzos para controlar la malaria causada por P. falciparum son cada vez menos éxitos
debido a la resistencia del parasito a los farmacos antimalaricos (Bannister & Mitchell,
2003; OMS, 2021).

P. falciparum, se encuentra en regiones tropicales y subtropicales. El desarrollo de su ciclo
en el mosquito requiere temperaturas superiores a 18°C, por tal motivo no se encuentra
en las montafias y en las regiones templadas. La biologia de P. falciparum es particular,
es capaz de cambiar su expresidon genética para producir una condiciéon adecuada en
ambientes diferentes como higado y glébulos rojos en humanos; intestino, sistema
vascular y glandulas salivales en el mosquito. Ademas, el parasito en el humano vive y se
desarrolla dentro de los eritrocitos y hepatocitos, con lo cual se protege de los anticuerpos
circulantes (Bannister & Mitchell, 2003; Deharo et al., 2000; White et al., 2014).



2.1.4 Ciclo de vida del parasito

Durante el desarrollo del ciclo de vida, el parasito pasa por dos hospederos: el humano es
el hospedero intermediario donde se desarrolla la multiplicacion asexual o esquizogonia
del parasito y el mosquito hospedero definitivo donde tiene lugar la multiplicaciéon sexual o

esporogonia (Figura 2-2) (Deharo et al., 2000).

Los parasitos son transmitidos cuando se da la picadura de un vector, la hembra del
mosquito del género Anopheles, la cual es portadora de Plasmodium spp. al alimentarse
de la sangre de una persona infectada. Los parasitos en estadio de gametocito masculinos
producen microgametocitos, el gametocito femenino madura hasta convertirse en un
macrogametocito, los cuales se unen para formar cigotos diploides en la luz del tracto
digestivo del mosquito (fase sexual o ciclo esporogonico). Posterior se desarrolla el cigoto
llamado ooquineto, que traspasa la pared intestinal convirtiéndose en un ooquiste (ubicado
en el epitelio y la lamina basal del intestino del insecto) hasta la forma asexuada infectante
llamada esporozoito, que se desplaza hasta las glandulas salivares del vector para ser
transmitidas dentro del hospedador vertebrado (Bannister & Mitchell, 2003; Deharo et al.,
2000; Miller et al., 2013).

En el humano se presentan dos fases de multiplicacién asexuada o esquizogonia. El vector
transmite los esporozoitos que se desplazan rapidamente al higado, donde invaden a los
hepatocitos (esquizonte hepatico), en esta etapa ocurre la divisidon asexuada, en menos de
48 horas (ciclo extra-eritrocitico), para liberar merozoitos en la sangre, cada célula hepatica
infectada por esquizontes produce entre de 10.000 y 30.000 los cuales son liberados en la
sangre para invadir eritrocitos. (Bannister & Mitchell, 2003; Deharo et al., 2000; Vispo,
2016).

El merozoito liberado al torrente sanguineo infecta al glébulo rojo y se genera una segunda
division asexual, llamada esquizogonia eritrocitica. El merozoito evoluciona desde anillo a
trofozoito y esquizonte, una forma pluricelular que conduce a nuevos merozoitos. En cada
glébulo rojo infectado se origina una esquizogonia madura, que libera de 4 a 32 nuevos
merozoitos en 48-72 horas (segun la especie de parasito). algunos de estos merozoitos
presentan un proceso de diferenciaciéon en formas sexuales denominadas gametocitos (no
se dividen) que no suelen aparecer hasta el segundo o tercer ciclo eritrocitico. Los

gametocitos se liberan al torrente sanguineo los cuales son ingeridos por el mosquito
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vector al picar al humano infectado, con lo cual se cierra el ciclo del parasito (Bannister &
Mitchell, 2003; Deharo et al., 2000; Vispo, 2016).

Figura 2-2: Ciclo de vida de Plasmodium spp.

Human host Mosquito vector
o

S
Sporozoite # ‘c%—
30-60

minutes
Prophylactic
First site of — treatment

1 Symptomatic

(] ¢
\ = B O stage
Lam® 9 = e
oy ransmission-
Og’ Azexual Bl
= treatment

reproductive
sta prevents
stages =
S resistance spread

(4-8 daysf)

Trophozoite

Fuente: (Phillips et al., 2017).

2.1.5 Farmacos utilizados en el tratamiento de la malaria

Los medicamentos antimalaricos son empleados en dos sentidos, el primero es tratar los
pacientes con malaria para eliminar los parasitos de la circulacion sanguinea y érganos
internos. El segundo sentido es contribuir a la prevencion contra la malaria a personas
(turistas, personal militar o integrantes de cuerpos de salud) visitantes en zonas endémicas
de malaria. Por lo tanto, surge la necesidad de quimioprofilaxis como opcién de tratamiento
para la proteccién contra esta infeccion potencialmente mortal, mas aun en poblaciones
susceptibles. Las personas viajan por diversas razones y los viajes han aumentado
exponencialmente en los ultimos tiempos a areas paludicas (Greenwood, 2010; Phillips
et al., 2017).

Los medicamentos empleados en el tratamiento antimalarico pueden ser clasificados
segun el estadio del parasito sobre el cual actuan y el sitio donde atacan al parasito. Segun

estos criterios, los farmacos utilizados en el tratamiento de la malaria se dividen en:



esquizonticidas sanguineos (cloroquina, quinina, quinidina, mefloquina y halofantrina);
esquizonticidas sanguineos de accién lenta (pirimetamina, sulfonamidas, sulfonas y
tetraciclinas) y esquizonticidas tisulares (primaquina y la pirimetamina). La artemisinina y
sus derivados (artemeter y artesunato de sodio) actian en las etapas eritrociticas
asexuadas como esquizonticidas sanguineos (Tabla 2-1) (Greenwood, 2010; Rodriguez
Parra, 2015).

En la seleccion del tratamiento farmacoldgico para la malaria es importante confirmar la
especie de parasito involucrada, una vez que de las especies mas invasivas en humanos,
P. falciparum es de mayor mortalidad que P. vivax, pudiendo llegarse a un cuadro de
malaria complicada (Chassaigne, 2001; OPS, 2010).

En los paises tropicales las personas con malaria no complicada asociada a P. falciparum
comunmente reciben tratamiento ambulatorio. En el tratamiento sintomatico de la malaria
se utilizan medicamentos antipiréticos con paracetamol o acido acetilsalicilico y
medicamentos antiparasitarios orales. En Colombia el esquema de primera linea para
tratamiento de la malaria no complicada por P. falciparum consiste en la combinacién de
arthemeter + lumefantrina (AL), artesunato + mefloquina (AS+MQ) y la combinacién
artesunato + amodiaquina (AS+AQ). En cuanto a la malaria severa el Ministerio de la
Proteccion Social como primera linea suministra el artesunato sédico via intravenosa y

como segunda linea el diclorhidrato de quinina via intravenosa (OPS, 2010).

La quimioprofilaxis de la malaria esta dirigiéndose a los estadios de esquizonte hepatico y
esquizonte sanguineo, previniendo la infeccién eritrocitica, siendo utiles los farmacos de
mayor frecuencia para la quimioprofilaxis: atovacuona-proguanil, doxiciclina y mefloquina
(Ahmad et al., 2021; Katzung, 2004).

En la Figura 2-3 se muestran las estructuras quimicas de algunos farmacos utilizados en
el tratamiento de malaria y se complementa con la Tabla 2-1 en la cual se incluyen modo

de accion y efectos adversos (Murambiwa et al., 2011; Winstanley, 2000).
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Figura 2-3: Estructuras quimicas de los farmacos de uso generalizado en el tratamiento
de la malaria.
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Tabla 2-1: Farmacos utilizados en el tratamiento de la malaria, modo de accién y efectos

adversos.

FARMACO

MODO DE ACCION

LIMITACION

Derivados de
Quinina

Interrumpe la funcion de
la membrana del parasito
que resulta en la lisis
celular. Modifica el pH de
la vacuola alimentaria
donde se une a la
ferriprotoporfirina IX 'y
bloquea la degradacién a
hemozoina.

P. falciparum resistente

Quinina

Base monopraética débil,
con actividad
esquizonticida y
gametocitocida.

Cardiotoxicidad

Mefloquina

Base diprética débil, con
actividad esquizonticida y
gametocitocida.

Alteraciones gastrointestinales,
desérdenes neurosiquiatricos.

Cloroquina

Actividad esquizonticida y
gametocitocida via
inhibicion de la
degradacion del heme (el
cual es toxico para el
parasito).

Cardiotoxicidad, deterioro de la
funcion renal, toxicidad ocular.

Amodiaquina

Similar a cloroquina,
actividad esquizonticida y
gametocitocida.

Neuropatia periférica y anemia
hemolitica.
Los efectos adversos incluyen
alteraciones gastrointestinales y
anemia.

Primaquina

Actividad esquizonticida y
gametocitocida hepatica
via inhibicién del
transporte de proteinas.

No hay efectos secundarios
importantes, salvo la aparicion de
ulceras en la boca en algunos
pacientes.

Lumefantrina

Actividad esquizonticida y
gametocitocida; interfiere
con la ruta de
detoxificacion del
parasito.

Trastornos cardiovasculares,
nauseas, vomitos, anorexia y diarrea.

Inhibicion de la via del
acido folico por lo que

Antifolatos . ) ; ; P. falciparum resistente
interfiere con la sintesis
de ADN.
Sulfadoxina- Actividad esquizonticida y depresion mental, trastornos
Pirimetamina gametocitocida. gastrointestinales




40 Contribucion a la estandarizacion de un extracto de plantas con
antecedentes etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio de
evaluacidn fitoquimica y actividad biolégica.

Tabla 2-1: (Continuacién)

FARMACO MODO DE ACCION LIMITACION
Inhibicion de la enzima
dehidrofolato reductasa
Proguanil con actividad Mareos, nauseas y anemia
esquizonticida y
gametocitocida.
Genera radicales libres

Derivados de con lo cual causa
Artemisinina hemodlisis y lisis de células
infectadas.

Ataxia (descoordinacion en el

Actividad esquizonticida, movimiento), neurotoxicidad,

Artesunato re(;l;cr:ﬁelgé?ts:; de disminucién de leucocitos y de la
' concentracion de hemoglobina.
Artemeter Actividad esquizonticida y Bradicardia, bloqueo
gametocitocida. atrioventricular

Fuente: (Murambiwa et al., 2011)

De acuerdo con la informacion reportada, de resistencia parcial de algunos tratamientos
para malaria, los investigadores a nivel mundial estan generando nuevas estrategias para
encontrar moléculas con posible actividad antimalarica, entre ellas, realizar modificaciones
menores de las moléculas existentes y busqueda de nuevas dianas farmacolégicas en el
parasito Plasmodium spp. Existen cinco terapias combinadas con Artemisinina que fueron
aprobadas por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos de
Norte América (FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) ya que han
demostrado estudios clinicos eficaces y seguros. El tratamiento por dosis presenta un valor
comercial de US $ 1 y son preparaciones estables en climas tropicales (Murambiwa et al.,
2011; Phillips et al., 2017).

Los productos naturales de origen vegetal han sido a través de la historia fuentes de
moléculas activas utilizadas en el tratamiento de la malaria, estas moléculas se han usado
para desarrollar compuestos sintéticos o semisintéticos con mejor eficacia, seguridad y/o
perfil farmacocinético. Por ejemplo, quinina obtenida de distintas especies de los géneros

Cinchona y Remijia, la cual fue la primera sustancia exitosa frente a la malaria.



A partir de quinina se obtuvieron algunos farmacos analogos como cloroquina, primaquina
y mefloquina. De Artemisia annua se aislé la artemisinina sustancia antimalarica de rapida
accion. Esta sustancia por modificaciones quimicas ha originado una serié de farmacos

antimalaricos como: arteméter, artesunato y arteeter (Karunamoorthi et al., 2013).

2.2 FITOTERAPIA MODERNA
2.2.1 Productos fitoterapéuticos

Existen reportes de mas de 85000 especies de plantas que se han documentado por su
uso médico en todo el mundo, aspecto importante que permite fortalecer la busqueda de
nuevas moléculas activas farmacolégicamente a partir de plantas medicinales. Este
fendmeno se ve reflejado en la rapida expansion del mercado mundial de fitoterapéuticos
con lo cual se genera una preocupacion en autoridades sanitarias y usuarios por el manejo
de aspectos como la eficacia, seguridad y calidad de la materia prima vegetal, los
ingredientes naturales y los productos elaborados a partir de éstos (Liu & Wang, 2008;
OMS, 2022).

La OMS estima que cerca del 75% de la poblacién a nivel mundial ha usado en cierto
momento medicina herbal para el tratamiento de diversas enfermedades. La investigacion
en productos naturales entre ellos plantas, hongos y bacterias aporté diversas sustancias
con actividad farmacologica. En Norte América durante el periodo comprendido entre
1983-1994 aproximadamente el 40% de los nuevos farmacos se derivaron de compuestos
naturales (Liu & Wang, 2008). Newman y Gordon en 2007 reportaron en su estudio que
entre las fuentes de las nuevas sustancias activas farmacolégicamente durante un periodo
comprendido entre enero del afo 1981 y junio de 2006, fueron los productos naturales
(5%)y derivado de un producto natural (23%), con lo cual productos naturales y derivados
de semisintesis son fuente para el descubrimiento de nuevos farmacos (Newman & Cragg,
2007).

La tendencia de regresar a lo natural ha fomentado la comercializacion y el consumo de
los productos naturales. Se ha calculado que el mercado mundial de productos

fitoterapéuticos alcanzd los 27 billones de délares Americanos en 2014, distribuidos
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principalmente en ventas en Europa (30%), Asia (27%), Estados Unidos de América (18)
y otros paises (25%) (Dutra et al., 2016).

De acuerdo con la normatividad que rige para cada pais y a sus entidades regulatorias, se

aceptan para comercializacion diferentes categorias de productos:

-USA: en Estados Unidos de América los productos que se obtienen a partir de plantas
presentan diferentes categorias; Botanical drug: “producto destinado a tratar
enfermedades especificas, se requiere aprobacion previa a la comercializacién etiquetado
y promocionado como medicamento”; Dietary supplement: “Destinado a complementar la
dieta de la poblacién sana, no se requiere aprobacion previa a la comercializacion; Medical
food: “Destinado a cubrir la deficiencia en la poblacién enferma. No se requiere aprobacion
previa a la comercializacion. Requiere etiquetado para uso bajo supervisién médica (Liu &
Wang, 2008).

-Europa: los productos que se elaboran a partir de plantas se rigen por la Herb Society, la
cual los llama “Botanical drugs” y se definen como: “Producto que debe contener
exclusivamente uno o mas ingredientes obtenidos de plantas, se permite la adicién de
vitaminas 0 minerales si su seguridad estd documentada y no modifican la actividad
farmacologica de las plantas medicinales. Ademas, no son téxicos para el paciente en las
condiciones de administracién recomendadas. En algunos casos se respaldan en usos
tradicionales, para lo cual debe soportarse el haber sido empleado con fines medicinales
durante al menos 30 afos, incluidos no menos de 15 anos dentro de la Comunidad
Europea (Liu & Wang, 2008).

A pesar de que la OMS no es una entidad sanitaria, gener6 unos conceptos asociados a:
“Finished herbal products”. Producto que se prepara a partir de una planta o de plantas
diferentes. El producto terminado puede contener excipientes y el ingrediente activo. Si un
producto medicinal a partir de plantas medicinales presenta compuestos sintetizados, no

puede considerarse como producto herbal (OMS, 2022).

En Colombia el ente regulatorio es el INVIMA el cual define el Producto fitoterapéutico:
como “Es el producto medicinal empacado y etiquetado, cuyas sustancias activas

provienen de la planta medicinal o asociaciones de estas. El producto puede presentarse



en estado bruto o en forma farmacéutica, con fines terapéuticos. El producto fitoterapéutico
puede provenir de extractos primarios, tinturas o aceites y no podra contener en su
formulacién principios activos aislados y quimicamente definidos” (Ministerio de la salud y

proteccion social, 2018).

2.2.2 Extractos estandarizados

Las plantas medicinales enteras o sus érganos, las preparaciones herbales y los productos
fitoterapéuticos son matrices complejas en las cuales, ademas de los principios activos se
encuentra una gran diversidad de compuestos, muchos de ellos desconocidos. Esta
complejidad genera retos para el control de calidad y el desarrollo farmacotécnico. Por otro
lado, para asegurar eficacia y seguridad reproducibles es necesario controlar tanto la
variabilidad asociada a factores intrinsecos y ambientales, como la resultante de los

procesos tecnologicos utilizados (Liu & Wang, 2008).

Para reducir la variabilidad en la composicion es necesario hacer seguimiento a las
diferentes etapas del proceso productivo orientado hacia la estandarizacion, la cual es
definida por la American Herbal Product Association como: “el proceso que lleva a colectar
un conjunto de informacion y estimar eventos de control, necesarios para generar
productos herbales mediante metodologias coherentes y reproducibles. Esto se logra
minimizando la variacién inherente de la composicion del producto natural a través de
practicas de garantia de calidad aplicadas a los procesos agricolas y de fabricacién”
(Bijauliya & Alok, 2017).

La reproducibilidad en el proceso de obtencion del extracto estandarizado es necesaria
para garantizar composicion y concentracion constante de sus constituyentes
(estandarizacion quimica). Ademas, la actividad farmacologica se conserva y es
reproducible (estandarizacion biolégica). (Liu & Wang, 2008; Srinivasan, 2006; van
Breemen et al., 2007).

Con el fin de lograr la reproducibilidad en la composicion y en la actividad terapéutica, en
las etapas de investigacion y desarrollo se evaluan diferentes parametros, algunos de los
cuales conducen a los ensayos de control de calidad de rutina, tanto del material vegetal

como de los extractos obtenidos. Dentro de estos ensayos los mas frecuentes estan
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relacionados con: -Evaluacion organoléptica: en esta etapa se evallan aspectos
cualitativos (morfolégicos y sensoriales) de la droga como tamario, forma, color, olor, sabor
y textura. -Evaluacién botanica (macroscépica y microscépica): en la caracterizacion
macroscdpica se reporta la forma, tamano, color y textura de la droga obtenida de la planta
medicinal. Ademas, es necesario realizar analisis microscopico que permita identificar
elementos de diagndstico caracteristicos de tejidos propios de la droga. Un analisis
microscopico aporta la identidad del material y se puede utilizar para la detecciéon de
impurezas. -Evaluacion fisica: se determina cenizas totales, cenizas insolubles en acido
y cenizas solubles en agua. Ademas, se realiza el analisis de los porcentajes del material
extraible (en agua, alcohol, éter, entre otros). -Evaluacién quimica: En este item se
consideran los estudios fitoquimicos preliminares, evaluaciones quimicas cualitativas y
cuantitativas de la droga, para lo cual se establecen los perfiles cromatograficos y analisis
de compuestos escogidos como marcadores quimicos empleando técnicas como CCD,
CCDAE (cromatografia en capa delgada de alta resolucion), CLAE, CLAE-EM.
-Evaluacién biolégica: si no se dispone de un ensayo especifico se pueden realizar
evaluaciones que dan informacion sobre la uniformidad de algunas actividades biologicas,
entre ellas esta el ensayo de actividad hemolitica que permite establecer si el 6rgano de la
planta medicinal presenta compuestos que afectan los glébulos rojos, como las saponinas.
Otros ensayos: si la composicion de la droga lo justifica, pueden realizarse como parte de
caracterizacion ensayos generales como la determinacion del indice de hinchamiento, del
indice de amargor, del indice de formacion de espuma. Ademas, como parte de la
evaluacién de seguridad pueden realizarse ensayos cualitativos o cuantitativos para

pesticidas y metales pesados (Bijauliya & Alok, 2017).

2.2.3 Marcadores quimicos de una droga

En los fitoterapéuticos, el ingrediente farmacéutico activo (IFA) es una droga o una
combinacién de drogas. Estas pueden ser material vegetal (uno o0 mas organos de la
planta, partes de un érgano o exudados) o ingredientes naturales (aceites, extractos,
fracciones). La droga es un sistema multicomponente, que incluye ademas de los principios

activos, moduladores de la actividad y sustancias inertes (Canigueral, 2002).

Para realizar el control de calidad a materias primas vegetales, ingredientes naturales y

productos fitoterapéuticos es necesario contar con sustancias de referencia. Si se conocen



los principios activos y se cuenta con patrones para ellos, seran los compuestos a
identificar y cuantificar, de lo contrario es necesario recurrir al uso de marcadores quimicos.
En ambos casos, principios activos y marcadores, éstos pueden ser compuestos
especificos o clases de metabolitos. Los principios activos responden por la mayoria del
efecto terapéutico, mientras que los marcadores quimicos pueden aportar o no a la
actividad terapéutica. Los marcadores terapéuticos o activos tienen demostrada una
participacién en la actividad terapéutica de la droga, ya los marcadores analiticos no tienen
0 no se ha demostrado alguna actividad biolégica. En drogas muy estudiadas se puede
contar ademas con marcadores negativos, los cuales son compuestos o clases de
metabolitos relacionados con efectos toxicos o alergénicos y para los cuales suelen
realizarse ensayos limite. (Pathak, 2017; OMS, 2022).

Clasificacion de marcadores quimicos:

Los marcadores se pueden clasificar en dos clases:

1. Marcadores de ADN: generan informacion genética de la especie que no se ve afectada
por factores como la edad, condiciones fisiologicas del vegetal o ambientales.

2. Marcadores quimicos: son sustancias presentes en la planta que se producen a partir
del del metabolismo primario o secundario (Kushwaha et al., 2010).

La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) definié los marcadores quimicos como
sustancias quimicas o grupos de constituyentes presentes en una preparacion a base de
plantas que son de empleados con fines de control de calidad, independientemente de si
tienen o no actividad farmacolégica. Los marcadores quimicos se suelen dividir en dos

categorias (Kushwaha et al., 2010):

= Marcadores analiticos: sustancias Unicamente con fines analiticos

» Marcadores activos: sustancias con actividad terapéutica

Srinivasan, 2006 propuso cuatro categorias:

» Principios activos: constituyente(s) que tienen actividad terapéutica.
» Marcador (es) activo (s): constituyentes que presentan actividad farmacologica
conocida de la preparacién. En las monografias de las farmacopeas se suele
especificar un contenido o rango para los marcadores considerados activos o con

actividad.
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Marcadores analiticos: constituyentes de la materia prima y extractos que no tienen
actividad farmacologica comprobada. Estos marcadores son escogidos para adelantar
los ensayos de cuantificacion. Es importante establecer la concentracién minima o un
rango especifico para los marcadores analiticos, con lo cual se aporta informacion
necesaria para la estandarizacion del extracto.

Marcadores negativos: constituyentes que pueden ser alergénicos o téxicos, que hacen
que su presencia en el extracto sea indeseable o se puede especificar una
concentracion limite estricta para estos marcadores negativos y consignarlas en los

documentos (Kushwaha et al., 2010).

Criterios de seleccién de los marcadores quimicos

En 2007, la OMS definié los criterios en la seleccidon de sustancias de referencia o

marcadores para el control de calidad de los productos obtenidos a partir de plantas:

Si se han identificado componentes con actividad terapéutica conocida, deben
utilizarse como marcadores.

Sino se cumple con la condicién anterior, pero se conocen componentes con actividad
farmacoldgica reportada, se deben utilizar como marcadores.

Si los casos anteriores no se cumplen, puede emplearse como marcadores de la
preparacion herbal sustancias que correspondan a otros constituyentes caracteristicos
de la muestra matriz (OMS, 2022).

Teniendo en consideracion la complejidad de las preparaciones obtenidas a partir de
plantas medicinales como los fitoterapéuticos, los marcadores ofrecen una alternativa
para garantizar la calidad, por tal motivo la EMEA decidi6é proponer algunos criterios
de seleccion de marcadores:

= La seleccion de marcadores debe estar justificada.

Los marcadores deben ser apropiados para el propésito previsto (por ejemplo:

evaluacion cuantitativa, control de calidad, evaluacion de actividad, estabilidad).

Los marcadores deben conectar los pasos del proceso de produccion y las medidas de

control de calidad.

Los marcadores se utilizaran con fines cuantitativos y cualitativos.



= Los limites de aceptacion para el contenido de un marcador propuesto deben
especificarse y justificarse.

» Los marcadores se usan con fines cualitativos y cuantitativo, sin importar si tienen o no
actividad farmacolégica. Ademas, permiten hacer un seguimiento desde el inicio del

proceso hasta la obtencion del producto final.

Unicamente la determinacién de la estabilidad del marcador en el fitoterapéutico no sera
suficiente, ya que el producto es una mezcla multicomponente en la cual estan presentes
otras sustancias que pueden participar de la actividad y cada uno de los compuestos de
este sistema multicomponente puede sufrir procesos de inestabilidad. Para el seguimiento
de la droga como un todo se puede realizar perfiles cromatograficos. Es deseable que se
identifiquen y cuantifiquen (o semicuantifiquen) la mayor cantidad de compuestos o clases
de metabolitos presentes, en especial aquellos asociados con la actividad terapéutica
(EMA, 2018).

2.2.4 Productos fitoterapéuticos con actividad antimalarica

Uno de los problemas que presentan los medicamentos utilizados para el tratamiento de
la malaria, como los que tienen cloroquina como farmaco, es la resistencia generada por
P. falciparum. Existen alternativas terapéuticas para contrarrestar esta resistencia, como
la terapia combinada con Artemisinina o sus derivados (ACT), sin embargo, esta terapia
presenta alto costo y reportes de una resistencia emergente. Por lo tanto, se requiere
disponer de otras alternativas de tratamiento para la malaria (Guidelines for the Treatment
of Malaria, 2010; Komlaga et al., 2015).

Las preparaciones tradicionales a partir de plantas medicinales hacen parte de diferentes
sistemas médicos tradicionales como: la medicina tradicional china, medicina Ayurvédica
y medicina indigena de Sur América, entre otros. Esta medicina tradicional ha llevado al
descubrimiento de distintas moléculas como la morfina a partir del opio, la artemisinina de
Artemisia spp (Khan, 2006; Liu & Wang, 2008).

Las plantas medicinales, con antecedentes en la medicina tradicional, siguen siendo una
fuente de preparaciones tradicionales, extractos crudos, fracciones enriquecidas en una

clase de metabolitos secundarios, que pueden ser empleados en el tratamiento de malaria.
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El abordaje para obtener estos tratamientos ha cambiado con el tiempo, ya que se ha
pasado del remedio tradicional a un producto fitoterapéutico, que pueda comercializarse.
Para tal fin, se inicia con la validacion de las preparaciones tradicionales y se genera
suficiente informacidn para conseguir la respectiva autorizacion de comercializacion (Affum
etal.,, 2013; Nguta & Mbaria, 2013). La estrategia de obtencién de productos

fitoterapéuticos es complementaria a la del desarrollo de farmacos.

En Colombia se han adelantado diversas investigaciones orientadas a dar un soporte
cientifico al uso de plantas y remedios en el tratamiento de la malaria. Para ello se ha
evaluado la actividad antiplasmodial in vitro, la actividad antimalarica in vivo y se ha
avanzado en la caracterizacion fitoquimica de extractos y fracciones de diferentes
especies, la mayoria con reportes etnofarmacolégicos en el tratamiento de la malaria. Entre
las especies evaluadas estan Annona muricata, Rollinia exsucca, Xylopia aromatica
(Osorio et al., 2005), Abuta grandifolia, Acacia farnesiana, Acnistus arborescens, Calea
prunifolia, Croton leptostachyus, Piper cumanense, Piper holtonii, Cecropia
membranaceae y Cecropia peltata (Garavito et al., 2006; Hernandez Carvajal et al.,2014).
En Colombia aun se esta en la etapa de investigacion por lo que no se dispone de

productos fitoterapéuticos para el tratamiento de la malaria, con registro sanitario.

En Ghana, pais afectado por malaria, se ha identificado 23 productos terminados que
contienen una planta o una mezcla de plantas con antecedentes de uso tradicional frente
a malaria, comercializados en farmacias comunitarias, clinicas y otros establecimientos
relacionados con productos herbales. Estos productos fueron registrados por la autoridad
regulatoria de alimentos y medicamentos de Ghana. En la Tabla 2-2 se mencionan algunos

productos con sus numeros de registro (Komlaga et al., 2015).

Un ejemplo, para establecer los parametros de estandarizacion, de un antimalarico eficaz
a partir de la medicina tradicional africana, son los estudios quimicos y farmacolégicos
realizados a la corteza de Annickia polycarpa. El extracto etandlico de A. polycarpa fue
estandarizado, estableciendo el contenido total de alcaloides, compuestos fendlicos y
saponinas. Ademas, se establecié el perfil cromatografico por UPLC-MS (cromatografia
liquida ultraeficaz con detector de arreglo diodos acoplada a espectrometria de masas). El

analisis quimico condujo a la identificacion de un alcaloide con nucleo de oxoaporfina y



dos aporfinas, que fueron propuestos como marcadores analiticos. Posteriormente se
realizaron los ensayos farmacologicos in vivo empleando Plasmodium berghei, los cuales
permitieron establecer la relacion entre los metabolitos secundarios identificados y la

actividad antimalarica observada (Kumatia et al., 2021).

Tabla 2-2: Plantas medicinales antimalaricas cuyos extractos son comercializados vy

registrados por la autoridad regulatoria de alimentos y medicamentos de Ghana.

Numero de registro Plantas medicinales

FDB/HD 02-1007

Khaya senegalensis, Cryptolepis sanguinolenta

FDB/HD 02-7046

Cryptolepis sanguinolenta, Alstonia boonei, Azadirachta
indica, Morinda lucida, Xylopia aethiopica

FDB/HD 05-10083

Cryptolepis sanguinolenta

FDB/HD 05-8060

Cryptolepis sanguinolenta

FDB/HD 05-9075

Cola gigantea, Solanum torvum, Spathodea campanulata,
Vernonia amigdalina

FDB/HD 06-7058

Alstonia boonei, Vernonia amygdalina, Xylopiaa ethiopica

FDB/HD 07-5054

Alstonia boonei, Azadirachta indica

FDB/HD 07-7096

Cryptolepis sanguinolenta

FDB/HD 09-4071

Cryptolepis sanguinolenta, Momordica charantia, Vernonia
amigdalina

FDB/HD 10-5095

Anthocleista nobilis, Phyllanthus fraternus

FDB/HD 11-9128

Cryptolepis sanguinolenta, Morinda lucida

FDB/HD 12-10154

Cryptolepis sanguinolenta

FDB/HD 12-10169

Cola gigantea, Solanum torvum, Spathodea campanulata,
Bombax buonopozense, Vernonia amygdalina

FDB/HD 12-12213

Azadirachta indica, Paullinia pinnata, Theobroma cacao,
Tetrapleura tetraptera, Cymbopogon citratus, Moringa
oleifera

FDB/HD 12-2011

Mangifera indica, Paullinia pinnata, Pycnanthus angolensis,
Rauvolfia vomitoria

FDB/HD 12-2018

Morinda lucida

FDB/HD 12-8101

Carica papaya, Xylopiaa ethiopica, Alchonea cordifolia

FDB/HD 12-9121

Tetrapleura tetraptera, Theobroma cacao, Carica papaya,
Ageratum conyzoides, Alchonea cordifolia, Senna siamea

FDB/HD 12-9141

Cryptolepis sanguinolenta, Morinda lucida

FDB/HD 13-1020

Azadirachta indica, Cryptolepis sanguinolenta, Vernonia
amygdalina

FDB/HD: 10-5092

Cryptolepis sanguinolenta, Azadirachta indica

FDB/HD: 11-6035

Citrus aurantifolia, Senna siamea, Morinda Ilucida

Fuente: Komlaga et al., 2015
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2.3 PLANTAS ANTIMALARICAS (ESPECIES PRE-
SELECCIONADAS)

El grupo de investigacion Farmacologia de la Medicina Tradicional y Popular - FaMeTra ha
enfocado parte de su trabajo en la busqueda de plantas medicinales con actividad
antimalarica en colaboracion con la comunidad indigena Ziora Amena de la Amazonia
Colombiana y con la Universidad Nacional de Colombia - Sede Amazonia. A partir de
didlogos con la comunidad en los cuales se socializaron objetivos y alcances de los
distintos proyectos, se registraron las plantas reportadas por el medico tradicional José
Octavio Garcia o Hitoma Safiama (Luz del Sol) utilizadas en la preparacién de remedios
para tratar a miembros de la comunidad enfermos de malaria. Entre las plantas reportadas
estan Aspidosperma excelsum (Costillo), Abuta grandifolia (A+fo o tres lineas) y Curarea
toxicofera (Bejuco de llano) (Cardenas Cuadros, 2011). Los remedios obtenidos de estas
plantas han sido evaluados in vitro e in vivo frente a P. falciparum por integrantes del grupo
de investigacion FaMeTra, con resultados promisorios (Rodriguez Novoa, 2016; Rodriguez
Parra, 2015). Ademas, se inici6 la caracterizacion fitoquimica y de actividad antiplasmodial
de Cecropia metensis Cuatrec y Cecropia membranacea Trécul (Hernandez Carvajal
et al., 2014).

A partir de los antecedentes etnofarmacoldgicos y los avances en la caracterizacion
fitoquimica y de actividad antiplasmodial, para esta tesis se preseleccionan las plantas que

a continuacién se describen:

2.3.1 Ambelania duckey Mark

La familia Apocynaceae comprende mas de 400 géneros y 2000 especies de arboles,
arbustos y enredaderas tropicales. Esta familia se caracteriza por producir latex blanco, las
hojas son opuestas o en espiral; las flores son grandes, coloridas y ligeramente fragantes
con cinco lébulos retorcidos y los frutos estan en pares (Chan et al., 2016; Ya.-Na. Lv et al.,
2020).

Las plantas de la familia Apocynaceae presentan metabolitos secundarios de la clase

terpenoides: en Alstonia scholaris se ha reportado acido alsténico A y B; de Nerium adelfa



se han aislado betulina, acido betulinico, acido ursodlico, acido oleandlico, acido kanérico.
Otra clase de metabolitos secundarios son los iridoides, en las especies Allamanda
cathartica y Allamanda schottii se ha determinado la presencia de: allamandina,
allamandicina, allamdina, isoallamandicina, allamcina, allamancina, allamcidina,

isoplumericina, plumericina y plumierida (Chan et al., 2016).

Los alcaloides son metabolitos secundarios que se han aislado en distintas especies de la
familia Apocynaceae y han sido clasificados como alcaloides indolicos simples, bisindodles,
quinindolinas y quinindoles. En las hojas, corteza de tallo y raiz de Alstonia augustifolia y
Alstonia macrophylla se reportan los alcaloides macrocarpamina, macralstonina y
alstonerina. Otra importante clase de metabolitos secundarios reportados en esta familia
son los cardenolidos, en Calotropis gigantea se menciona la presencia de calactina,

calotoxina, calotropina, frugosidina y gofrusidina (Chan et al., 2016).

Otra clase de metabolitos secundarios reportados en distintas especies de la familia
Apocynaceae son los flavonoides. El flavonoide isorhamnetina se han aislado de partes
aéreas y latex de C. gigantea. En C. roseus se asilaron kaempferol, quercetina e
isorhamnetina de hojas, flores y corteza. Ademas, se ha reportado el acidos fendlicos como
el acido clorogénico en hojas y tallos de C. roseus, Vallaris glabra, Dyera costulata,
A. angustiloba, K. fruticosa, N. oleander y P. obtusa (Chan et al., 2016; Ya.-Na. Lv et al.,
2020).

Diversas plantas de la familia Apocynaceae que se encuentran en la region tropical y
asiatica se utilizan para tratar la fiebre, la malaria, el dolor, la diabetes y las dolencias
gastrointestinales, algunas de ellas se utilizan en la medicina tradicional china. Igualmente,
extractos crudos y compuestos aislados de plantas de esta familia presentan actividades:
antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, anticancerosa, citotoxica, antimicrobiana y
cardioprotectora. Un ejemplo es Catharanthus roseus de la que se aislo la vincristina y la
vinblastina, que presentaron actividad anticancerigena (Chan et al., 2016; Y.N. Lv et al,,
2020; Castro et al., 2009).

Las especies del género Ambelania (familia Apocynaceae) se encuentran distribuidas en
la region tropical de América del Sur, incluida la regién amazénica. Ambelania occidentalis

se utiliza habitualmente en la medicina tradicional para tratar enfermedades tropicales
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parasitarias, como la leishmaniasis, la enfermedad de Chagas y la malaria (Ayyad et al.,
2012). En Colombia, el grupo de investigacion FaMeTra encontro actividad antiplasmodial
de un extracto etandlico de A. duckey, utilizando la cepa FCR-3 de Plasmodium falciparum,
cloroquina-resistente (resultados no publicados). En la Figura 2-4 se observa un individuo

de A. duckey en la amazonia colombiana.

Figura 2-4: Arbol de Ambelania duckey Mark. - Amazonia colombiana.

Hernandez, JH

2.3.2 Cecropia metensis Cuatrec y Cecropia membranacea Trécul

La familia Cecropiaceae, antes incluida en la familia Moraceae, comprende seis géneros y
170 especies de distribucion pantropical. Los arboles o arbustos de la familia Cecropiaceae
se caracterizan por presentar raices aéreas y latex acuoso o lechos. Sus hojas son
alternas, pecioladas, simples o de palmatilobadas a compuestas a veces peltadas,
estipulas soldadas. Las inflorescencias son axilares en racimos, capitulos globosos o
cimas. Las flores pueden aparecer solitarias, con o sin bracteas. Se presentan flores
pequefas, actinomorfas, unisexuales, con un perianto simple de 2-4 sépalos, libres o
connados formando un tubo. Fruto drupaceo, en aquenio rodeado por el perianto

acrescente y carnoso o en sincarpo (Arboles ornamentales, 2021) (Ver Figura 2-5).



Figura 2-5: Arboles de Cecropia membranacea Trécul (A) y Cecropia metensis Cuatrec

(B) - Llanos orientales colombianos.
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Luengas, PE

El género Cecropia presenta 60 especies, en las cuales se han reportado metabolitos
secundarios como terpenoides, esteroides y compuestos fendlicos (principalmente
proantocianidinas y flavonoides). De las especies C.membranacea, C. peltata,
C. adenopus, C. pachystachya, C. pupurascensy C. palmata se han reportado compuestos
de clase terpenoides como [-sitosterol, B-sitostenona, a-amirina, B-amirina, acido
tormentico y &cido ursdlico. Los flavonoides son una clase de metabolitos secundarios
presentes en distintas especies del género Crecopia. Para C. glaziovii, C. pachystachya,
C. lyratiloba, se han reportado orientina, isoorientina e isovitexina. Otras especies en las
cuales se han detectado la presencia de flavonoides se encuentran C.membranacea y
C. peltata. En algunas especies, como C. obtusifolia, se han identificado ademas alcaloides
y saponinas (Hernandez & Luengas, 2013; Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Andrade-Cetto
& Vazquez, 2010; Costa et al., 2011).

Soportado en investigaciones preclinicas, se han descrito diferentes actividades
farmacologicas para especies del género Cecropia, entre ellas estan las siguientes
actividades cardiovascular, actividad hipoglicemiantes, actividad sobre el sistema nervioso
central, actividad antiviral, actividad antimalarica y actividad antileishmanicida (Daga et al.,
2020; Costa et al., 2011; Andrade-Cetto & Vazquez, 2010). El extracto acuoso de las hojas
de C. glaziovii presentd distintas actividades farmacolégicas in vitro: actividad
cardiovascular y antiviral sobre virus del herpes HHV1-HHV2. Este mismo extracto, en

ensayo in vivo, mostré actividad antisecretora de acido gastrico. El extracto etandlico
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obtenido de hojas y corteza de C. hololeuca inhibi6 in vitro la enzima convertidora de
angiotensina. El extracto metandlico de las hojas C. lyratiloba presentd actividad
vasodilatadora. El extracto acuoso, fraccion butandlica y acido clorogénico, obtenidos de
C. obtufolia fueron activos como hipoglicemiantes (Andrade-Cetto & Vazquez, 2010;
Consolini & Migliori, 2005; Costa et al., 2011) .

A partir de las hojas C. pachystachya se obtuvo el extracto hexanico y se aisld el
B-sitosterol, el extracto apolar presenté actividad antimalarica in vivo a una concentracién
de 200 mg/kg. Otras especies del género Cecropia en la Amazonia brasilena, que han
presentado actividad antimalarica, son C. glaziovii y C. hololeuca (Botsaris, 2007; Uchba
et al., 2010). De las especies C. metensisy C. membranacea, especies recolectadas en la
region de los llanos orientales colombianos, se obtuvieron las fracciones acetato de etilo,
las cuales presentaron actividad antiplasmodial frente a P. falciparum FCB-2 (Hernandez
Carvajal et al., 2014).

2.3.3 Verbena littoralis Kunth

La familia Verbenacea comprende cerca de 100 géneros, distribuidos en areas tropicales
y subtropicales, entre ellos se encuentra el género Verbena, el cual cuenta con 250
especies distribuidas en regiones tropicales templadas de la regién Andina desde Chile
hasta Guyana Venezolana, incluyendo Colombia y el Sureste de Brasil. Verbena litoralis
se caracteriza morfologicamente por su tallo cuadrangular, hojas ovadas, opuestas, sésiles
o con peciolos hasta de 1 cm de largo, lamina lanceolada (con base anchay apice angosto)
a ovada (forma de huevo) u oblanceolada (forma lanceolada invertida), a veces eliptica u
oblonga, sus inflorescencias terminales, pedunculadas, espigas basicamente dispuestas
en triadas proliferantes, frecuentemente una panicula (Figura 2-6) (O’'Leary et al., 2007,
Tasso de Souza et al., 2005).

A partir de las distintas investigaciones fitoquimicas en Verbena litoralis se ha reportado la
presencia de iridoides glicosidados (Gelsemiol 6°-trans-cafeoil-1-glucosa), compuestos
antracénicos, saponinas, taninos flavonoides, fenilpropanoides, dihidrochalcona, terpenos
y carotenoides (Castro-Gamboa & Castro, 2004; Y. Li, Ishibashi, Chen, et al., 2003; Y. Li,
Ishibashi, Satake, et al., 2003; Tasso de Souza et al., 2005; Vestena et al., 2019).



Figura 2-6: Planta de Verbena litoralis Kunth. — Cundinamarca, Colombia.

Luengas, PE

En diferentes regiones del mundo, varias especies del género Verbena se utilizan en la
medicina tradicional como remedios con efectos diuréticos, expectorantes,
antirreumaticos, antiinflamatorios. Algunas especies también se utilizan para el tratamiento
de la fiebre, un sintoma comun de la malaria (Adams et al., 2011; Calvo, 2006). Verbena
littoralis, en particular, se utiliza en América Central y del Sur para tratar diarrea y otros
trastornos gastrointestinales (Castro-Gamboa & Castro, 2004). En Colombia se emplean
decocciones de hojas y tallos de Verbena littoralis para tratar estados febriles y gripales
(Cadena-Gonzalez et al., 2013).

En el Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales incluye en los usos tradicionales el
tratamiento de la malaria y de la fiebre; reporta ademas que segun Blair y colaboradores
(2005), el extracto acuoso de ramas y flores de Verbena littoralis fue inactivo en el ensayo
de actividad antiplasmodial in vitro, frente a P. falciparum (Ministerio de la proteccion
Social, 2008).

Diferentes grupos étnicos en América del Sur han utilizado remedios tradicionales con
V. littoralis para el tratamiento de la malaria. En Perd, los indigenas Loreto, Yanayacu y
Chazuta de la Amazonia peruana utilizan decocciones de hojas, estos remedios fueron

evaluados en modelos in vitro de P. falciparum resistente a cloroquina y mostraron una
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actividad antiplasmodial prometedora (Céline et al., 2009; Kvist et al., 2006; Ruiz et al.,
2011; Sanz-Biset et al., 2009).

2.3.4 Curarea toxicofera (Mido.) Barneby & Krukoff

La familia Menispermaceae se encuentra distribuida en la zona tropical a nivel mundial,
tiene 70 géneros y 420 especies. 17 géneros estan distribuidos en centro y sur América,
en los bosques tropicales de las tierras bajas de Venezuela y de la Amazonia de Bolivia,
Ecuador, Pert y Colombia. Las distintas especies de la familia Menispermaceae son
enredaderas lefiosas como lianas trepadoras, arbustos o arboles pequefios. Las plantas
de la familia Menispermaceae se caracterizan por la presencia de alcaloides,
especialmente del tipo bisbencilisoquinolinico. Estas plantas presentan diversas
actividades farmacolégicas que ha sido reportadas en la medicina tradicional china,
sistema de medicina ayurvédica y en comunidades indigenas en sur América (Hao et al.,
2015; Menachery, 1996).

En la familia Menispermaceae, subfamilia Triclisieae, se encuentra el género Curarea, en
el cual todas las especies son lianas, algunas suspendidas de arboles que alcanzan una
altura de 10 m o suelen ser terrestres en bosques de poca iluminacion. C. toxicifera
presenta un tronco de al menos 20 metros con lianas de 2 a 3 cm de grosor y entre 8 cm
y 10 cm de ancho (Figura 2-7 A). Las lianas presentan anillos parciales, concéntricos a
débilmente excéntricos (Figura 2-7 B) (Ortiz, 2018).

Figura 2-7: A. Liana de Curarea toxicofera (Mido.) Barneby & Krukoff - Amazonia
colombiana. B. Anillos parciales, liana de C. toxicofera (corte transversal).
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Las especies del género Curarea se ubican en bosques humedos de América tropical,
desde el este de Brasil hasta Costa Rica en América Central. Entre las especies reportadas
se encuentran: C. candicans, C. cuatrecasasii, C. tecunarumy C. toxicofera. Para Curarea
tfoxicofera los alcaloides bisbencilisoquinolinicos reportados son: (-)-tubocurarina,
(-)-curina, (+)-isochondodendrina y (-)-toxicoferina (Mezcla 1:1 de (-)-curina y (-)-
tubocurina) (Menachery, 1996; Thornber, 1970; Hao et al., 2015; Ortiz, 2018).

Las lianas de Curarea toxicofera son empleadas en la preparacién del curare por indigenas
Yaguas y Orijones de la Amazonia, en Peru, Brasil, Colombia y Ecuador (Ortiz, 2018). El
remedio obtenido a partir de lianas del género Curarea se utilizan para el tratamiento de la
gripe, tos y enfermedades parasitarias en las comunidades indigenas de la regidn
Amazonica de Brasil, Colombia y Peru. En la comunidad indigena de Loreto, en Peru, se
emplean preparaciones de C. tecunarum en el tratamiento de la malaria, la evaluacion del
extracto etandlico de esta planta evidencid actividad antiplasmodial con una
Clso<10 pg/mL. Chondrodendron platiphyllum es reportado en la farmacopea brasilefia
para el tratamiento de la fiebre, sintoma de malaria (Brandao et al., 2008; Kvist et al., 2006;
Manzali de Sa & Elisabetsky, 2012; Valadeau et al., 2010). Las comunidades de la region
amazoénica (Brasil-Colombia-Ecuador-Pera) utilizan C. toxicofera en el tratamiento de

resfriados y parasitos intestinales (Valadeau et al., 2010).

En la Amazonia Colombiana, la comunidad indigena Ziora Amena, prepara un remedio a
partir de lianas de C. toxicofera que es empleado en el tratamiento de la malaria.(Cardenas
Cuadros, 2011). En el grupo de investigacion FAMETRA se han relizado diversas
investigaciones sobre este remedio antimalarico. Se realiz6 la comparacion de la actividad
antimalarica in vitro del remedio (Clso = 6.6 ug/mL) y extractos acuosos obtenidos en el
laboratorio por dos métodos de extraccidn: percolacion (Clso= 1.9 ug/mL) y destilacion por
reflujo (Clso= 1.9 ug/mL), se observoé que las tres preparaciones presentaron una actividad
de buena a moderada (Clso =1.1 — 10 pg/mL) de acuerdo a lo criterios de RITAM
(Rodriguez et al., 2020). Ademas, el remedio empleado por la comunidad indigena Ziora
Amena fue evaluado en otra investigacién en la cual se report6 su actividad antiplasmodial
(ICs0=7.3 pg/mL) y su actividad antimalarica in vivo (DEso = 328 mg/Kg). Complementado
este trabajo se valord la interaccién de la combinacion del remedio con farmacos
empleados para el tratamiento de la enfermedad en las regiones endémicas. La

combinacion entre el remedio y cloroquina, en el ensayo in vitro, presentd un indice de
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combinacién de 0.390, que confirma el efecto sinérgico entre el remedio empleado por la
comunidad y el farmaco: En el ensayo in vivo se aprecido el mismo comportamiento.
Empleando la combinacion de artesunato y el remedio, el comportamiento fue aditivo in

vitro (indice de combinacion: 0.94) e in vivo (Rodriguez et al., 2018)

2.4 ALCALOIDES BISBENCILISOQUINOLINICOS (BBIQS)

Los alcaloides bisbencilisoquinolinicos (BBIQS) se encuentran en plantas de las familias:
Menispermaceae, Berberidaceae, Lauraceae, Ranunculaceae, = Annonaceae,
Hernandiaceae, Magnoliaceae y Nymphaeaceae, las cuales se localizan en regiones
tropicales y subtropicales. A partir de estas plantas se obtienen preparaciones tradicionales
empleadas por siglos en la medicina tradicional de Africa Sub-Sahara, India, China, Sur
este asiatico y Sur América. Se han reportado cerca de 500 alcaloides, dimeros
bencilisoquinolinicos, que incluyen alcaloides BBIQS (Weber & Opatz, 2019; Xian-Kai
et al., 1993).

Los alcaloides BBIQS hacen parte de la familia de alcaloides isoquinolinicos. Estos
alcaloides se caracterizan estructuralmente por presentar dos nucleos de
bencilisoquinolina unidos por uno, dos o tres enlaces éter (difenil éter, bencil fenil éter o
bifenilo), también se encuentran enlaces bifenilo carbono-carbono directos y enlaces
metileneoxi. En la unidad isoquinolinica se pueden considerar dos partes: la “cabeza” que
corresponde a la porcion de isoquinolina y la “cola” es la porcion de bencilo (Figura 2-8)
(Schiff, 1985; Weber & Opatz, 2019; Xian-Kai et al., 1993).

Los diferentes tipos de alcaloides BBIQS se establecen segun su patrén de oxigenacion,
asi como en el numero de enlace éter (uno, dos o tres), tipo de enlace éter (difenil éter,
bencil fenil éter o bifenilo), la orientacion entre la unidn de las dos unidades isoquinolinicas
monomeéricas (cola con cola, cabeza con cabeza, cabeza con cola y cabeza a cabeza mas
cola a cola) y los sitios de las dos unidades Bl (bencil isoquinolinica) en los que se origina
el enlace éter o el enlace carbono-carbono. Los miembros individuales de cada grupo
difieren simplemente en la naturaleza de los sustituyentes oxigenados (-OH, -OMe,
OCH0), la naturaleza de la sustitucidon de los dos atomos de nitrégeno (NH, XMe, N~Me,
NO) (Guha et al., 1979; Schiff, 1985).



Figura 2-8: Estructura unidad isoquinolinica: isoquinolina “cabeza” y bencilo “cola”.

13

Fuente: Schiff, 1985; Weber & Opatz, 2019; Xian-Kai et al., 1993

Para ubicar las posiciones de los enlaces éter y sustituyentes en los anillos se consideran
las posiciones como se muestran en la Figura 2-8. Todas las posiciones oxigenadas se
enumeran para ambos mondmeros por separado, iniciando con el mondémero ubicado a la
izquierda. Se numera primero de forma ascendente el patrén de oxigenacion de los
sustituyentes que se encuentran en los anillos (A-B), el cual esta ubicado por encima del
anillo aromatico (C) y presenta las posiciones mas bajas. Si los anillos C de ambos
hemisferios tienen el mismo numero de sitios oxigenados, se da prioridad a la unidad de
bencilisoquinolina, con el mayor recuento total de sustituyentes de oxigeno (Guha et al.,
1979; Schiff, 1985).

Los conjuntos de sustituciones para cada unidad isoquinolinica estan separados por un
guion. Las posiciones de los carbonos que hacen parte de los enlaces diaril éter se indican
en la descripcion. A modo de ejemplo, en la Figura 2-9 BBIQS del grupo A, los cuales
comparten un enlace difenil éter. En la Tabla 2-3 se resumen los grupos y subgrupos de
alcaloides BBIQS (Weber & Opatz, 2019).
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Figura 2-9: Grupo A de alcaloides BBIQS con un enlace difenil éter.

A. Un enlace difenil eter
a. Cola-Cola OR’3

N—R’,
R’

a. Cola-Cola

N—R’,

R’

ORs 1L 6,7,10%,12,13-6,7,12%

B.Cabeza-Cabeza

ORsR4O
1V. 6,7,8%,12-6,7*,12(11-11)

C.Cabeza-Cola

V. 6,7,11%,12-6,7%,12

Fuente: (Guha et al., 1979)

Tabla 2-3:Clasificacion de los alcaloides BBIQS, tipos y conexiones.

Tipo | Conexioén Tipo Conexioén
Un enlace difenil éter (cola-cola)
| 6,7,11*,12-6,7,12* Ila 6,7,10%,12,13-6,7,11,12*
la *6,7,11*,12-5,6,7,12 IIb 6,7,10%,11,12-6,7,11,12*
Ib 6,7,10,11*,12-6,7,12* I11 5,6,7,11*,12-5,6,7,12*
I1 6,7,10%,12,13-6,7,12*
Un enlace difenil éter (cabeza-cola)

V 6,7,11*,12-6,7*,12 Vc 6,7,10,12*-6,7*,12
Va 6,7,10%,12,13-6,7*,11,12 vd 6,7*%,8,12-6,7,12*
Vb 6,7,10%,11,12,13-6,7*,11,12

Un enlace difenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace difenil éter (cola-cola)
VI 6,7*%,11+,12-6,7,8*%,12+ XII 6,7,8%11+,12-5%,6,7,12+
Via 6,7*%,10,11+,12-6,7,8*,12+ Xlla 5,6,7,8%,11+,12-5%,6,7,12+
VII 6,7*11+,12-5,6,7,8%,12+ XIII 5%,6,7,11+12-5,6,7,8%,12+
VIII 6,7,8%,11+,12-6,7*,12+ X1V 6,7*,11,12+-5%,6,7,12+




Tabla 2-3: (Continuacién)

Tipo | Conexioén | Tipo | Conexioén
Un enlace difenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace difenil éter (cola-cola)
IX 5,6,7,8%¥,11+,12-6,7*,12+ XIVa 5,6,7*11+,12-5%,6,7,12+
X 6,7,8%,11+,12,13-6,7*,12+ XV 5%6,7,11+,12-6,7*,12+
Xa 6,7,8%,10,11+,12-6,7*,12+ XVI 5%6,7,11+,12-6%,7,12+
Xb 6,7*%,8,10,11+,12-6,7,*,12+ XVII 5,6,7,8%,10,12,13+-6,7*,12+
XI 6,7,8%11+,12-6%,7,12+

Un enlace difenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace difenil (cola-cola)

I\ | 6,7,8%12-6,7%,12(11-11) | |

Dos enlaces difenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace difenil éter (cola-cola)

XXIII 6*,7+,114,12-6,7*,8+,12# XXIV 6,7*,8+,114,12-6,7*, 8+,12#
XXIlla 6*,7+,114,12-5,6,7*,8+,12# XXVIII 6,7*,8+,11#,12-6*,7+,12#
XXIIIb 6*,7+,10,11#,12-6,7*,8+,12#

Dos enlaces difenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace difenil (cola-cola)
XVIII 6,7,%,8+,12-6*,7+12(11-11) XIXa 5,7*,8+,12-6%,7+,12(11-11)
XIX 5,6,7*,8+,12-6%,7+,12(11-11) XIXb 6*,7+,12,13-5,6,7*,8+,12 (11-11)

Un enlace difenil (cola-cola) Un enlace difenil (cabeza-cabeza)

XXVII | 6,7,12-6,7,12(11-11) | XXX1 | 6,7,12-6,7,12(8-11)
Dos enlaces difenil éter (cabeza-cola)
XX | 6,7,8%12:-6,7,8+,12* | XX1 | 6,7,8%11+,12-6,7+,12*

Un enlace difenil éter (cabeza-cola) y un enlace bencil fenil éter (cabeza-cola)

XXII | 6,7,8,12*-6,7,8*[7-12] | | XXIla 6,7,8,11%,12-6,7*[7-12]

un enlace difenil éter, un enlace bencil fenil éter (cabeza-cabeza) y un enlace
difenil éter (cola-cola)

XXV | 6,7,8%,11+,12,13-6,7%,12:[8-6] | |

un enlace difenil éter, un enlace bencil fenil éter (cabeza-cola) y un enlace difenil
éter (cabeza-cola)

XXVI 6,7,8*%,12+-6,7,8+,12*[11-7] XXX 6,7,8*,11+,12-6,7+,12*

[7-11]

Conexion: se identifica con un asterisco los carbonos de las unidades isoquinolinicas que

se enlazan mediante el enlace éter.
Fuente: Weber & Opatz, 2019

Desde otro punto de vista, los alcaloides bencilisoquinolinicos se pueden dividir en dos

grupos: Bencil-tetrahidro-isoquinoleinicos (BTHIQ) y Bisbencil-tetrahidro-isoquinoleinicos

(BBTHIQ), estos alcaloides, en su biosintesis tienen como precursor el aminoacido

L-tirosina. Cada molécula de bisbencil-tetrahidro-isoquinoleina esta formada de cuatro

unidades de L-tirosina (Figura 2-10).
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Figura 2-10: Biosintesis de alcaloides BBIQS. (Weber & Opatz, 2019)

NH

2
HO (s) Tirosina
l Tirosina descarboxilasa l
HO H
NH, o
HO HO
1
Dopamina

2
4-hidroxi-fenil acetaldehido
Norcoclaurina sintasa

HO +

HO
6-O-metiltransferasa

HO
MeO

(S) -norcoclaurma
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Alcaloides Bisbenciliisoquinolinico
Tipo 1 (Cola-Cola)

El aminoacido L-tirosina por accion de la tirosina descarboxilasa genera dopamina (1) y

4-hidroxi-fenil acetaldehido (2). Posteriormente la enzima norcoclaurina sintasa cataliza la



sintesis de las unidades 1 y 2 para forma (S) norcoclaurina (3) que es metilada en uno de
sus grupos OH por la enzima 6-O-metiltransferasa generando la (S) coclaurina (4). En
reacciones sucesivas, la (S) coclaurina puede generar la sustancia 3,4-dihidroisoquinolina
(5) intermediario del enantiomero (R)-coclaurina (6). Ambos enantiomeros son sustratos
de la enzima coclaurina N-metiltransferasa para obtener (S)-N-metilcoclaurina o
(R)-N-metilcoclaurina. Cuando se sintetiza la (S)-N-metilcoclaurina da origen a los
alcaloides del tipo: bencilisoquinolina, protoberberina, morfina y aporfina. Para la formacién
de alcaloides bisbencil-tetrahidro-isoquinoleinicos tipo |, dos unidades de N-metilcoclaurina
se enlazan por sus restos bencilicos, de forma oxidativa empleando la enzima oxidasa
Cyp80A1 (Figura 2-10) (Weber & Opatz, 2019; De-La-Cruz Chacoén et al., 2012).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

3.1.1 Equipos

Los equipos empleados para el desarrollo experimental en los ensayos fitoquimicos fueron:
estufa de aire circulante (sin marca), estufa de secado al vacio Fisher Isotemp Vacuum
Oven modelo 281, molino de cuchillas (sin marca), balanza analitica marca Pionner
OHAUS, capacidad 210 g, sensibilidad 0.0001, balanza de plato externo, marca Pionner.
OHAUS, capacidad 3100 g. sensibilidad 0.01 g, rotavapor Blichi R-114, R-110, camara de
luz ultravioleta.UVP CHROMATO-VUE C-706, equipo para obtencion de agua Milli-Q,
Millipore, bafio de ultrasonido Elma, E 60 H Elmasonic, ultracentrifuga Eppendorf
Centrifuge 5702 R, 4400 rpm.

Equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia, Shimadzu 1200 con arreglo de diodos
en fase reversa, inyector automatico, detector UV/DAD, bomba binaria. Equipo de
cromatografia liquida ultraeficiente, Acquity System con arreglo de diodos en fase reversa,
inyector automatico detector UV/DAD, bomba cuaternaria. Equipo Cromatégrafo liquido
ultraeficiente Waters ACQUITY® TQD con analizador cuadrupolo, inyector automatico
detector UV/DAD. Bomba cuaternaria. Espectrometro Bruker Avance 400, sonda de 5 mm.
Departamento de Quimica de Universidad Nacional-Sede Bogota. Equipo de resonancia
magnética nuclear Bruker Avance DRX 400 NMR, Departamento de Quimica de
ICEX-UFMG. Los espectros se obtuvieron con una frecuencia de resonancia de 400.13 y

gradiente shim Z.



Los equipos para el desarrollo de ensayos biolégicos fueron: cabina de flujo laminar
Labconco, bioseguridad Il (ATCC, 2005), bomba de vacio Bichi, microscopio Olympus,
centrifuga Jouan MR-1812, bano de agua termostatado Memmert, autoclave All American,
incubadora Jouan IG 150, lector de placa Twinkle LB 90. BERTHOLD Technologies.
Equipo espectrofotdmetro (Infinite M200Pro - TECAN).

3.1.2 Reactivos y solventes

A continuacién, se mencionan los solventes y reactivos empleados en el desarrollo
experimental para ensayos fitoquimicos: Solventes R.A: acido férmico, Hidréxido de
amonio, acido clorhidrico, metanol, metanol-d4, DMSO-d6, acetato de etilo, diclorometano,
acetona, tolueno, dietilamina, butanol, cloroformo y n-hexano. Solventes CLAE: metanol,
acetonitrilo y agua. Reactivos R.A: fosfato de sodio dibasico, sulfato de sodio, cloruro
férrico, magnesio, acido difenilbérico aminoetilester, vainillina, acido sulfarico, acido
acético glacial, acido formico, acido orto-fosférico, acido clorhidrico, acido fosférico. Se
emplearon solventes y reactivos de las marcas Merck, Sigma y Aldrich. Excipientes grado

farmacéutico: etanol 96%, glicerina y polietilenglicol 4000.

Para el desarrollo de los ensayos biologicos se emplearon los solventes R.A y reactivos:
acido clorhidrico, hidréxido de sodio, dimetilsulféxido y glicerina. medio RPMI 1640
suplementado con HEPES, hipoxantina, fosfato dibasico de sodio, glucosa, sorbitol,
bicarbonato de sodio, glicerina, propilenglicol difosfato de cloroquina, colorante Giemsa, y
fosfato de potasio monobasico, Triton X-100, L-lactato de sodio, Tris, dinucleétido de 3-
acetilpiridina adenina, cloruro de nitroblue tetrazolium, etosulfato de fenazina, bromuro de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, SYBR Green | (INVITROGEN), suero fetal
bovino, suero humano, glébulos rojos del grupo O+, agua desionizada, aceite de inmersion.
Se emplearon solventes y reactivos de las marcas Merck, Sigma y Aldrich. El suero
humano y los glébulos rojos fueron suministrados por el Instituto Distrital de Ciencia,

Biotecnologia e Innovacién en Salud (IDCBIS).

Los reactivos biolégicos empleados fueron: ratones hembra mantenidos en el Bioterio del
Departamento de Farmacia bajo fotoperiodo de ciclos 12 horas luz/12 horas oscuridad,
temperatura y humedad controladas, alimento y agua a libre demanda. Se emplearon

microorganismos como: P. falciparum cepa FCB-2 (resistente a cloroquina), P. falciparum
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W2 (resistente a cloroquina), P. berghei (cepa ANKA obtenida del Instituto de Inmunologia
de la Universidad del Valle, San Fernando), Células HepG2 A16.

Los compuestos de referencia fueron de las marcas Merck, Sigma y Aldrich: tetrandrina,
acido clorogénico, acido protocatéquico, catequina, epicatequina, cloroquina difosfato.
Lupeol, B-sitosterol, rutina y quercetina fueron purificados previamente en el grupo de

investigacion Principios Bioactivos en Plantas Medicinales.

3.1.3 Materiales

El material empleado para los ensayos fitoquimicos fue: percoladores de vidrio, embudos
de decantacion en vidrio, columnas de vidrio con llave de teflén, aspersores, cromatoplacas
en aluminio de silica gel 60 GF254 (Merck®), camaras para cromatografia en capa delgada,
capilares de vidrio, papel indicador de pH, aspersor, frascos Eppendorf®, tamices
VWR/USA standard testing #20, #30, #40, #60 y #80, ultrasonidos y material de vidrio de

uso comun en el laboratorio.

En los ensayos biolégicos el material empleado fue: portafiltros, membranas de filtracion
de 0.45y 0.22 ym, pipetas seroldgicas, placas de cultivo de 96 pozos, pipetas Pasteur de
vidrio, viales de 2 mL, micropipetas (100-1000, 2-20 uL), micropipetas multicanal (20-200
ML), puntas para micropipeta, laminas porta-objeto, matraces de cultivo de 25 mL (Corning
Costar Corporation, EE. UU®), canulas para administracion oral de ratones, instrumental
quirurgico, malla de prueba, material de uso comun en el laboratorio. Previamente se

esterilizé el material que se empled en el cultivo.

El material empleado en la cromatografia liquida de alta eficiencia fue: Columna FR-18
(Merck, Lichrospher, 250 x 4, tamafo de particula, 10um), precolumna RP-18 (Merck,
Lichrospher, 4 x 4, tamaro de particula, 10um), sistema de filtracion Millipore, viales para

CLAE con insertos y membranas de 0.45 um.



3.2 MATERIAL VEGETAL

3.2.1 Seleccidn de la especie para profundizacién de los estudios

fitoquimicos y farmacolégicos

A partir del andlisis critico de la informacion bibliografica y de resultados previos del grupo
de investigacién FaMeTra “Farmacologia de medicina tradicional y popular’, ademas de
ensayos preliminares realizados, bajo un criterio etnofarmacolégico se preseleccionaron
las siguientes especies vegetales y partes de las mismas a ser estudiadas: Cecropia
metensis (hojas), Cecropia membranacea (hojas), Verbena littoralis (partes aéreas),

Ambelania duckey (bejuco) y Curarea toxicofera (bejuco).

3.2.2 Recoleccion e identificacion del material vegetal de las cinco

especies preseleccionadas

Se adelanto la colecta del material vegetal en diferentes lugares de Colombia (Tabla 3-1).
Las hojas de Cecropia metensis Cuatrec (COL 581255) y de Cecropia membranacea
Trécul (COL 581253) se recolectaron en el departamento del Meta. Las partes aéreas de
Verbena littoralis Kunth (COL 581259) se colectaron en Cundinamarca. Los tallos (bejucos)
de Ambelania duckey Mark (COL 570483) y Curarea toxicofera (Mido) Barneby & Krukoff
(COL 591178) se colectaron en el departamento de Amazonas. Los ejemplares
correspondientes a cada especie se encuentran depositados en el Herbario Nacional
Colombiano, donde fueron realizadas las respectivas determinaciones taxonémicas. Todas
las especies fueron colectadas en la época seca y C. toxicofera fue colectada

adicionalmente en la época lluviosa.

Este proyecto se encuentra soportado por el contrato de acceso a recursos genéticos y
productos derivados: Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible / Universidad
Nacional de Colombia, Contrato N° 161/2017, Resolucion 0006/2018 (Anexo A).
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Tabla 3-1:Informacion correspondiente a la localizaciéon del material vegetal colectado.

No:‘sb':c?: la Localizacion Lugar de Fecha de Altitud
P (Coordenadas) colecta colecta
vegetal
Ambelania o » .
duckey W Oeaeoso L, | Amazonasi | 47.04.2016 | 115 msnm
Mark ) ’
Meta:
Via Puerto
Cecropia N 4°04°01" Lopez —
membranacea W 73°31'48" Villavicencio. 24-03-2014 365 msnm
Trecul Entrada vereda
la Vigia.
Meta:
Cecropia Carretera Puerto
metensis V[\j 7430(:)33310 g Lope(:;zaF[éPnuerto 24-03-2014 | 365 msnm
Cuatrec Municipio Puerto
Lopez
Curarea
toxicofera . .
S 04°08°2.92 Amazonas:
(Wedd.) W 069°55°167" Leticia, Km 7 17-04-2016 100 msnm
Barneby &
Krukoff
. Cundinamarca:
Verbena N 4°19'49"°'N
Vereda Centro
3.2.3 Acondicionamiento del material vegetal de las cinco

especies preseleccionadas

El acondicionamiento contempld las etapas de seleccion, secado y molienda del material

vegetal. Los diferentes 6rganos que constituyen el material vegetal de partida fueron

seleccionados, retirandoles material en mal estado o extrafo (otras plantas, otros 6rganos

vegetativos, restos de suelo, insectos, etc.), posteriormente el material vegetal se secé en

el horno de aire circulante, utilizando temperaturas entre 45-50 °C, por 48 a 72 horas, hasta

consistencia quebradiza. Posteriormente, se redujo el tamano de particula empleando el

método de cortado, mediante el uso de una licuadora semi-industrial. El material vegetal

obtenido fue almacenado en frascos de vidrio ambar, protegido de la humedad.



Para C. toxicofera se realiz6 un ensayo preliminar de secado del material vegetal (lianas)
empleando 163.5 g a temperatura de 50°C. A este material se le realizd un seguimiento
cada 24 horas, durante 96 horas. A partir de esta informacion, se establecié que el tiempo
de secado para tener un peso constante fue de 72 horas. Se considerd una pérdida por
secado inferior a 10%, para evitar la proliferacion de microorganismos y favorecer la
inactivacion de enzimas, para asi preservar los metabolitos secundarios (Sharapin N,
Pinzén RS, et al., 2000).

3.3 METODOLOGIA — ENSAYOS FITOQUIMICOS

3.3.1 Elaboraciéon y caracterizacion de extractos de las cinco

plantas preseleccionadas

Elaboracion de los extractos etandlicos

Inicialmente, el material seco se dejo en contacto con el solvente durante 24 horas para
humedecer la muestra e iniciar el proceso de extraccién. Se elaboraron extractos
etandlicos (etanol 96%) mediante percolacion discontinua, hasta agotamiento del material
vegetal, evidenciado por CCD. El agotamiento de la muestra se control6 evaluando
compuestos esteroidales para A. duckey, C. membranacea, C. metensis y V. littoralis,
utilizando como fase mdévil acetato de etilo: hexano (2:8), con revelador de vainillina en
acido ortofosférico. Para C. toxicofera, se detect6 la presencia de alcaloides, utilizando una
fase movil de metanol: cloroformo: hidréxido de amonio (95:5:0.1), como revelador se

utilizé el reactivo de Dragendorff para CCD.

Las soluciones obtenidas fueron concentradas en rotaevaporador a temperatura inferior a
50°C. El extracto obtenido se llevd a sequedad a bafio de maria (40°C), posteriormente
se utilizé una estufa de secado al vacio para eliminar restos de solvente y humedad, la
temperatura empleada fue de 40°C por 24 horas. La cantidad de material vegetal molido
de partida, el volumen de solvente utilizada y la relacion droga-solvente, asi como la

cantidad de extracto seco obtenido, se presentan en la Tabla 3-2.
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Tabla 3-2:Condiciones extractivas y rendimiento de extraccion.

Material Relacién
Nombre de la I | sol t material
especie vegt_eta olvente ateria
vegetal molido (mL) molido-
(9) Solvente
Ambelania
duckey Mark 150.9 1750 1:12
Cecropia
membranacea 452.9 5000 1:11
Trécul
Cecropia
metensis 452.9 5000 1:11
Cuatrec
Curarea
toxicofera
(Wedd.) 150.2 1700 1:11
Barneby &
Krukoff
Verbena
littoralis Kunth | 4929 5700 1:13

Percolacion discontinua. Solvente: Etanol 96%.

Caracterizacién fitoquimica preliminar de los extractos etanélicos mediante CCD y

pruebas de tubo

La caracterizacién fitoquimica preliminar de los extractos etandlicos se realizé mediante
cromatografia en capa delgada (CCD) y pruebas de tubo. Se utilizaron cromatofolios de
aluminio, revestidos con silica gel con indicador de fluoresencia F24 como fase
estacionaria. Las fases mdéviles y los agentes derivatizantes se seleccionaron basandose
en la clase de metabolitos secundarios. Ademas, se utilizaron pruebas de coloracién y
precipitacién (Anexo B). La cantidad reducida o abundante en las pruebas de precipitacion
se identifica como (+) y la ausencia de precipitado se indica como (-). La determinacién de
presencia (+) o ausencia (-) en placas de CCD se evidencio por la aparicién de manchas
con colores asociados a metabolitos secundarios. Todas las pruebas se realizaron en
paralelo para cada uno de los extractos etandlicos de las diferentes plantas. Se utilizaron

como patrones de referencia sustancias aisladas y purificadas en trabajos anteriores.

Caracterizacion fitoquimica preliminar de extractos etanélicos por CLAE-DAD

Para el analisis de los perfiles cromatograficos por CLAE-DAD de los extractos etandlicos

de C. toxicofera, A. duckey, C. membranacea, C. metensisy V. littoralis, se utilizé un equipo



Shimadzu 1200 con un inyector automatico, bomba binaria y detector UV-DAD. Las
condiciones cromatograficas que se utilizaron se muestra en el Sistema 1 (Hernandez &
Luengas, 2013)

Sistema 1

e Columna: Lichrospher® RP-18 (250 mm x 4 mm, 10 ym).
Flujo 1mL/min

Volumen de inyeccion 10 L

temperatura, 25 °C

Detector ultravioleta con arreglo de diodos (UV-DAD)
Longitudes de onda: 210, 220, 254, 280, 350 nm
Tiempo: 86 min

Fase movil: Acetonitrilo (ACN)-Agua

Programa de gradiente:

Tiempo (min) 0 1 61 71 76 86
% ACN 5 5 95 95 5 5

Los ensayos se realizaron inicialmente con extractos disueltos en metanol a una
concentracion de 10 mg/mL, donde los perfiles de CLAE-DAD mostraron picos con bajas
alturas y areas. Finalmente, las muestras de cada extracto seco se prepararon en metanol
a una concentracion de 20 mg/mL. Se utilizaron estandares de acido clorogénico, acido

protocatéquico, catequina, epicatequina, lupeol, B-sitosterol y tetrandrina.

Caracterizacion fitoquimica preliminar de extractos etanélicos por 'H-RMN

En la preparacion de las muestras para "H-RMN se disolvieron 20 mg de cada uno de los
extractos secos en 500 pyL de metanol-d4; posteriormente las soluciones fueron
transferidas por separado a tubos de RMN de 5 mm. Los espectros de 'H-RMN se

calibraron utilizando la sefal de metanol-d4 3.8 ppm.

3.3.2 Ensayos quimicos y generales para Curarea toxicofera

Para la droga molida (lianas) de C. toxicofera colectada en invierno-ecoldgico se realizé la
deteminacién de la distribucion del tamanfo de particula, empleando el método de retencién
por tamices. Se emplearon 427.4 g del material vegetal molido, el cual se paso por el
conjunto de tamices de numero 20, 30, 40, 60 y 80, los cuales presentan una abertura

nominal de 850, 500, 425, 250 y 180 um, respectivamente. El tiempo de vibracion fueron
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10 minutos. Se establecio el tamafio de particula de acuerdo con lo descrito en las guias
de la OMS. Para la elaboracién del extracto etandlico se utilizé el material vegetal retenido

entre los tamices 40 y 60 (aproximadamente, moderadamente grueso) (WHO, 2011).

3.3.3 Variaciéon quimica y de actividad antiplasmodial del extracto

etandlico de C. toxicofera colectada en época secay lluviosa

Para realizar el analisis de la variacion quimica y actividad antiplasmodial del extracto
etandlico de C. foxicofera, el material vegetal que consistié en lianas de C. foxicofera fueron
colectadas en diferente época del ano, una que corresponde a verano-ecolégico
(noviembre a febrero) cuya temperatura oscila entre 26.5°C-27.1°C y precipitaciones de
280 milimetros aproximadamente y la otra en el invierno-ecoldgico (abril a junio) en el
cual la temperatura que se presenta es 26.0°C-26.1°C y precipitaciones de 340 milimetros
aproximadamente (CorpoAmazonia, 2022; IDEAM, 2022).

El lugar de colecta, para ambas épocas, se encuentra entre 90 y 100 m.s.n.m, Las

coordenadas especificas determinadas con GPS Garmin Etrex vista® fueron 04°08°2.92""

Sury 069°55°167"" Occidente. El mapa del lugar de colecta se observa en la Figura 3-1.

Figura 3-1: Mapa de ubicacion de colecta en dos épocas del afio.

Parque Munda &
Amazénico




Se evalud la presencia de alcaloides por CCD, como parte de la caracterizacion de los
extractos etandlicos de C. toxicofera obtenidos del material vegetal colectado en invierno
y verano ecolégicos. Se aplicaron 5uL, 10uL y 15uL de una solucion 20 mg/mL del extracto
estandlico seco disuelto en metanol. Se empleé como fase mévil una mezcla de metanol-
tolueno-acetato de etilo-dietilamina (4.0-0.5-9.0-0.5) Se finalizé con una derivatizacion con
reactivo de Dragendorff para CCD. Ademas, se realizaron perfiles cromatograficos por
CLAE-DAD, empleando las condiciones cromatograficas mencionas en el apartado 3.3.1
(perfiles fitoquimicos de extractos etandlicos por CLAE-DAD), las longitudes de onda

utilizadas fueron 210 y 280 nm.

En cuanto la metodologia bioldgica, que estaba orientada a evaluar la actividad
antiplasmodial, se siguid lo reportado en el apartado 3.4.1 (evaluacion de la actividad

antimalarica in vitro).

3.3.4 Fraccionamiento acido-base del extracto etanodlico de

C. toxicofera

El extracto etandlico de C. toxicofera fue fraccionado mediante el método acido-base
orientado a separar alcaloides (Figura 3-2). Diez gramos del extracto etandlico seco fueron
re-disueltos en etanol 96% (2-3 mL). Posteriormente se adicionaron 20 a 30 mL de HCI
1N. La mezcla se llevd a un embudo de separacion, se realizaron 10 particiones, cada una
con 100 mL de diclorometano. Se reunieron las fases diclorometanicas, se secaron con
Na>SO., se concentraron en rotaevaporador y se llevaron a sequedad en bafio maria, para
dar origen a la fraccion FrDCM1. Seguidamente la fase acuosa acida (FrAcA) fue
alcalinizada con NH4OH 1N hasta pH=9, se llevd a un embudo de separacion, se realizaron
10 particiones, cada una con 100 mL de diclorometano, las fases organicas
diclorometanicas, se juntaron y secaron con Na>SO4, se concentraron en rotaevaporador
y se llevaron a sequedad en bafio maria con lo cual se obtuvo la fraccion FrDCM2. Ademas,
se obtiene una fraccién acuosa basica (FrAcB). Las fracciones fueron conservadas en

desecador y protegidas de la luz.
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Figura 3-2: Fraccionamiento acido-base del extracto etandlico de C. toxicofera.

[ Extracto etandlico de C. toxicofera (EtOHCt) J

1.EtOH
2.HCI1N
3. Extraccion CH.Cl.

\ 4 \ 4

[ Fraccién organica (FrDCM 1) ] [ Fraccion acuosa (FrAcA) ]

1.NH4+OH 1N (pH=9.0)
2. Extraccion CH.Cl2

v A\ 4

[ Fraccién organica (FrDCM 2) } [ Fraccién acuosa (FrAcB) ]

3.3.5 Perfiles cromatograficos por CCD, CLAE-DAD y CLUE-DAD

de los extractos y fracciones C. toxicofera

Perfiles por CCD de las fracciones primarias de C. toxicofera

Se utilizaron cromatoplacas de silica gel como fase estacionaria y diferentes fases moviles
buscando hasta encontrar aquella en la que se lograra una buena separacion de los
componentes de cada fraccion. Se seleccioné como fase mévil la mezcla metanol-tolueno-
acetato de etilo-dietilamina (6.0-9.0-0.5-0.5). Teniendo como precedente que el
fraccionamiento del extracto etandlico de C. toxicofera esta orientado a obtener alcaloides,
se realizd el seguimiento a cada fraccion obtenida mediante CCD, empleando como
revelador el reactivo de Dragendorff. Se aplicaron 40uL de una solucién 20 mg/mL en
metanol. Como patrones se empled una fraccién alcaloidal del yagé y tetrandrina, este
ultimo es un alcaloide BBIQ. La presencia de alcaloides se corroboré por la aparicién de

manchas de color naranja, observables al visible.



Perfiles cromatograficos por CLAE DAD de C. toxicofera

Para la elaboracion de los perfiles de las fracciones obtenidas se empled el método de
CLAE-DAD, para lo cual se utilizé un equipo Shimadzu 1200 con inyector automatico,
bomba binaria y detector UV-DAD, procesando a 220 nm. Se empledé una columna
Lichrospher® RP-18 (250 mm x 4 mm, 10 ym). Flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccion,
10 yL y temperatura 25 °C. Las muestras se prepararon a una concentracién de 20 mg/mL
en metanol; para favorecer su disolucion, se colocaron en un bafio de ultrasonido a 30°C,
durante 15 minutos, finalmente se filtraron a través de una membrana de 0.45 pym, justo
antes de la inyeccion en el cromatégrafo. Se evaluaron 18 diferentes fases moviles para
escoger la de mejor separacion de picos en el perfil CLAE-DAD. La fase mdévil elegida fue:
A: fosfato de sodio dibasico 0.05 M + dietilamina al 0.1% pH = 8 y B: ACN, 50 minutos en
modo isocratico 40 (A): 60 (B).

Perfiles cromatograficos por CLUE-DAD de C. toxicofera

Con el fin de complementar el estudio cromatografico de las fracciones obtenidas, éstas
se caracterizaron mediante cromatografia liquida ultraeficiente con arreglo de diodos, en
fase reversa, estudios realizados bajo las condiciones establecidas en el Laboratorio de
Fitoquimica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Federal de Minas Gerais (Brasil).
Para lo cual se empleé el equipo Acquity System acoplado a detector UV/DAD, columna
utilizada fue Acquity UPLC BEH C18 (100X2.1 mm di 1.7 ym) y precolumna VanGuard C18
(2.1X5 mm, 1.7). El flujo empleado fue de 0.3 mL/min y el horno de columna se mantuvo a
40 = 5 °C. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 4 pL. La lectura se realizé a 280
nm, se generd un barrido espectral entre 200 a 600 nm. Se utilizé un gradiente lineal. Como
fase movil se utilizé agua grado CLAE la cual se acidificé con acido férmico al 0.1% (H20-
HCOOH 0.1%), ademas se empled acetonitrilo grado CLAE acidificado con acido férmico
al 0.1% (ACN-HCOOH 0.1%). El gradiente cromatografico utilizado comprendié un periodo
de gradiente lineal (5-95% ACN de 0 a 24 min), luego se mantuvo un corto periodo de
elucion isocratica (95% ACN, 24 a 26 min), volviendo a la condicion de gradiente inicial, 26
a 28 min (5% ACN). Las muestras fueron preparadas pesando en un tubo Eppendorf entre
1-2 mg de fraccion, seguidamente se adicion6 1 mL de una mezcla agua-acido formico al
1%. Las muestras fueron solubilizadas con ayuda de un ultrasonido (10 min) y

posteriormente filtradas empleando filtros 0.22 pm.
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3.3.6 Aislamiento y purificacion de alcaloides BBIQS a partir de la

fraccion alcaloidal FrDCM 2

Fraccionamiento por cromatografia en columna (I) de la fraccion alcaloidal FrDCM 2

La fraccion alcaloidal (FrDCM 2) de C. toxicofera se sometid a cromatografia en columna
abierta (18.7 mm X 400 mm). La cantidad de silica gel 60 (230-400 mm) empleada fue de
50 g, la cual se suspendio en cloroformo. La columna se estabilizé durante 12 horas, antes
de su uso. Se utilizaron 200 mg de la fraccion. La fraccion fue adsorbida en 1 g de silica
gel 60, antes de ser incorporada a la columna. La columna se eluy6é usando una mezcla
de cloroformo-metanol en gradiente y se colectaron fracciones de 25 mL. Las fracciones
fueron monitoreadas por CCD, empleando Dragendorff para CCD, como revelador. Se
obtuvieron 85 sub-fracciones que fueron reunidas en 31 grupos de subfracciones
(Tabla 3-3). De acuerdo con el perfil cromatografico por CLAE y al peso obtenido fueron
escogidos 10 sub-fracciones (FrDCM 2-1, FrDCM 2-2, FrDCM 2-3, FrDCM 2-4,
FrDCM 2-5, FrDCM 2-6, FrDCM 2-7, FrDCM 2-8, FrDCM 2-9 y FrDCM 2-10) para continuar
su analisis por CLUE-DAD y CLUE-DAD-ESI-EM.

Fraccionamiento por cromatografia de columna (ll) de la fracciéon alcaloidal
FrDCM 2-5

Teniendo como criterios de seleccion: la deteccion de alcaloides por CCD empleando
Dragendorff, la presencia en el cromatograma de picos de alta absorbancia con U.V
caracteristico para alcaloides BBIQS y la mayor cantidad de la subfraccién, de los 10
grupos de sub-fracciones, se escogio la subfraccion FrDCM 2-5 (fracciones reunidas 50-
53) para continuar el proceso de aislamiento y purificacion. En el fraccionamiento de
FrDCM 2-5, se empled una columna para cromatografia abierta (150 mm X 400 mm), la
cantidad de silica gel 60 (230-400 mm) empleada fue de 22.73 g, la cual se suspendio en
la mezcla CHCI3 (89 mL) - MeOH (11mL) - NH4OH (60 pL). Esta columna se estabilizd por
12 horas. Se utilizaron 20.7 mg de la fraccion FrDCM 2-5 la cual fue disuelta en 250 pL de
la mezcla CHCIs-MeOH (89:11).



Tabla 3-3:Fraccionamiento en columna abierta de la fraccion alcaloidal FrDCM 2 de
C. toxicofera.

Solvente/Mezcla de Fracciones Volumen | Fracciones | Grupo de sub-
solventes recolectadas total reunidas fracciones
CHCls 1-24 500 mL 1;}7
CHCI3 (45): MeOH (5) 25-35 300 mL gg:gg
36-37
CHCI3 (40): MeOH (10) 36-41 300 mL *38 FrDCM 2-1
*39-40 FrDCM 2-2
*41-45 FrDCM 2-3
CHCI3 (30): MeOH (20) 42-48 300 mL 46-47
48
*49 FrDCM 2-4
*50- FrDCM 2-
CHCIz (25): MeOH (25) 49-57 300 mL 5*05453 F:DgM 2_2
*55-57 FrDCM 2-7
*58 FrDCM 2-8
59-60
MeOH (100) 6165?3
Hidroxido de amonio 58-74 500 mL
65-66, 67,
pH=8-9 68-70
*71-73 FrDCM 2-9
*T4-77 FrDCM 2-10
78, 79,
asiiry! 75-85 200 mL 80,
P 81,82,
83,84, 85

Se colectaron fracciones de 50 mL

*Fracciones seleccionadas para continuar analisis por CLUE-DAD y CLUE-DAD-ESI-EM.

Como sistema de elucion se utilizaron mezclas cloroformo-metanol, finalizando con 100%
de metanol, ajustado inicialmente a pH 8-9 y luego a pH 3-4. El seguimiento de la columna
se realizé por CCD, utilizando como revelador reactivo de Dragendorff para CCD. Se
obtuvieron 193 fracciones de 10 mL que fueron reunidas en cinco grupos de fracciones
finales (Tabla 3-4), las cuales se caraccterizacon mediante perfil cromatografico por
CLUE-DAD.

Una vez que para la subfraccion identificada como FrDCM 2-5-1, se obtuvo la mayor

cantidad y en su perfil cromatografico se observé la presencia de un pico con tiempo de
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retencion de 5.9 minutos con 94.6 % de area en relacion con los otros picos presentes en
el cromatograma, se considerd con suficiente pureza para considerarla la realizacién de
analisis mediante 'H-RMN y experimentos bidimensionales COSY y HSQC, bajo la

denominacion “Compuesto A1”.

Cromatografia liquida ultra eficiente con detector de arreglo diodos acoplada a
espectrometria de masas (CLUE-DAD-ESI-EM)

Los espectros de masas para las fracciones evaluadas se obtuvieron con ionizacién por
electro spray, registrandose en modo full-scan y secuencial o tandem (EM/EM), en modo
positivo en el equipo Waters ACQUITY® TQD con analizador cuadrupolo. Las condiciones
generales de funcionamiento del equipo durante los analisis fueron: voltaje capilar: 35 kV;
temperatura capilar: 320 ° C; temperatura de desolvatacion: 320 ° C; voltaje del cono:
5 kV; voltaje de ionizacion: -4kV; Voltaje de pozo: -60 kV. Las muestras se inyectaron
mediante bomba de inyeccién automatica con flujo continuo de 0.1 yL/min. Los espectros
ESI/MS/MS se registraron con una energia de 30 eV en el rango de m/z 100 a 2000 ym y
un detector UV a 280 nm. Se utilizé un gradiente lineal. Como fase movil se utilizé agua
grado CLAE acidificada con acido formico al 0.1% (H.O-HCOOH al 0.1%) y acetronitrilo
grado CLAE acidificado con &cido formico al 0.1% (ACN-0.1% HCOOQOH). La separacion se
realiz6 mediante un gradiente lineal (5-95% ACN de 0 a 10 min), luego se mantuvo un
corto periodo de elucion isocratica (95% ACN de 10 a 11 min), devolviendo la condicion
de elucién inicial 11 a 13 min (5% ACN). La longitud de onda utilizada fue de 280.

Las muestras (FrDCM 1, FrDCM 2, FrDCM 2-1, FrDCM 2-2, FrDCM 2-3, FrDCM 2-4,
FrDCM 2-5, FrDCM 2-6, FrDCM 2-7, FrDCM 2-8) fueron preparadas pesando en un tubo
Eppendorf entre 1-5 mg, seguidamente se adicioné 1 mL de una mezcla agua-acido
férmico al 1%. Las muestras fueron solubilizadas con ayuda de un ultrasonido (10 min) y

posteriormente filtradas empleando filtros 0.22 pm.



Tabla 3-4: Fraccionamiento en columna abierta de Ila fraccidén alcaloidal
FrDCMF 2-5 de C. toxicofera.

Solvente/Mezcla de Fracciones Volumen | Fracciones Grupo de
. sub-
solventes recolectadas total reunidas .
fracciones
1-71 FrDCM
CHCl?\l (39())-::/'(6105'-)' (11): 1-90 500 mL 72-81 2-5-1
! ' 82-88
CHCI3(88): MeOH (12) 91-101 300 mL 89-100 F2r_D5C_:£\/I
CHCI3(87): MeOH (13) 102-111 300 mL 101-115
116-119
CHCI3(80): MeOH (20) 112-133 300 mL 120 FrDCM
121-124 2-5-3
125-135
CHCI3(75): MeOH (25) 134-146 300 mL
136-145
FrDCM
146-149 054
CHCI3(70): MeOH (30) 147-164 500 mL 150-152
153-160
CHCI3(50): MeOH (50) 165-181 200 mL FrDCM
} 2-5-5
161-193
MeOH 182-193 200 mL

Experimentos con Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear de hidrogeno ('HRMN), los experimentos
bidimensionales COSY y HSQC se obtuvieron en el espectrometro (Bruker Advance DRX
400 NMR), el analisis se realizé en el Departamento de Quimica de ICEX-UFMG. El
solvente usado, acorde con la solubilidad de la muestra fueron DMSO-d6. Los

desplazamientos (8) se midieron en ppm y la constante de acoplamiento (J) en (Hz).
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3.4 METODOLOGIA - ENSAYOS BIOLOGICOS

3.4.1 Evaluacion de la actividad antimalarica in vitro

La actividad antiplasmodial in vitro se evalué mediante el ensayo de inhibicion de la
invasioén y desarrollo de P. falciparum, utilizando la cepa FCR-3 resistente a la cloroquina.
Se realizaron dos experimentos independientes para C. metensis, C. membranacea y
V. littoralis. En cuanto A. duckey se adelantdé un experimento. Se finalizaron dos
experimentos independientes para C. toxicofera con la muestra recolectada en la época

lluviosa y un ensayo con material vegetal colectado en época seca.

Los eritrocitos parasitados (Ep) O*, se cultivaron en cajas de cultivo de 25 mL (Corning
Costar Corporation®, EE. UU.), que contenian 8.1 mL de medio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute 1640-Sigma Aldrich®, EE. UU.), 1 mL de suero humano (SH),
0.4 mL de bicarbonato de sodio y 500 uL de glébulos rojos (GR) (hematocrito = 5%). La
parasitemia se mantuvo entre 0.5 y 4% mediante dilucién con globulos rojos sanos. Los
parasitos se incubaron a 37°C en una atmosfera modificada de 90% N2, 5% CO2 y 5%
O.. El medio se renovo todos los dias y se realiz6 monitoreo por microscopia (10X100)
mediante un frotis de sangre fijjado con metanol y tefiido con Giemsa. El cultivo de
parasitos se sincronizé con sorbitol al 5%. Los extractos se disolvieron en DMSO a una
concentracion final de entre 0.78 y 100 ug/mL (DMSO<1%). Se afiadieron 100 yL de
cultivo de Ep (parasitemia al 2.5%) mas 100 pL de la solucién a evaluar. El ensayo se
realizé en una microplaca de 96 pozos y se incubd durante 48 h. Se empled cloroquina
difosfato (1 pg/mL) como control positivo y el vehiculo (DMSO<1% en RPMI 1640) como
control negativo. El ensayo de inhibicién de la invasion y desarrollo del parasito se realizé
siguiendo el protocolo propuesto por Deharo et al., 2000 y adaptado por el grupo de
investigacion FaMeTra a las condiciones experimentales de Laboratorio en el
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota
(Anexo C).

La densidad de parasitos se cuantifico utilizando un método de lectura optimizado basado
en la fluorescencia de SYBR Green | (Arias Marciales et al., 2016). Cada concentracion
de extractos (100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 6.25 pg/mL, 3.12 ug/mL,



1.56 pg/mL y 0.78 ug/mL) se evalud por triplicado. Los resultados se expresan como
concentracion inhibitoria 50 (Clsp) utilizando un modelo de regresion logistica de

respuesta a la concentracion (Microsoft Excel 365®).

3.4.2 Evaluacién antiplasmodial in vitro mediante la valoracion en

la produccion de la enzima lactato deshidrogenasa (pLDH)

La actividad antiplasmodial in vitro de las diferentes muestras se evalué mediante el
método de lectura LDH de P. falciparum| (pLDH). La prueba de actividad enzimatica de
pLDH se fundamenta en la valoracion de la actividad enzimatica de LDH de P. falciparum
la cual se pone junto al lactato y una coenzima 3-acetilpiridina adenina dinucleétido (APAD)
semejante a NAD (Nicotinamida adenina dinucledétido) en la reaccion, lo que conduce a la
formacion de piruvato a partir de lactato y APADH. Seguidamente el APADH formado
reduce el croméforo NBT (Nitro Blue Tetrazolium) formando un derivado azul, detectable
a 540 nm, con lo cual se hace una correlacion entre los niveles de parasitemia y la
actividad LDH del parasito (Makler et al., 1993; Nogueira & Rosario, 2010).

Para realizar la prueba, el cultivo de P. falciparum W2 (resistente a cloroquina) se
sincronizé con sorbitol al 2% de parasitemia en etapa de anillo y 1% de hematocrito. Se
transfirieron 180 pL de la suspensién de glébulos rojos infectados a microplacas de 96
pozos, en cada pozo se adicionaron 20 uL de la muestra correspondiente (diferentes
concentraciones). Se utilizaron controles sin farmaco, con glébulos rojos infectados
(control positivo) y glébulos rojos no infectados (control negativo). Se utilizé cloroquina
como farmaco antimalarico de referencia. Cada muestra se analizd por triplicado
(Figura 3-3). Las placas se incubaron en una atmésfera de COz al 5% a 37 °C durante 48
h. Después de 48 h de incubacion, las microplacas se congelaron (-20°C) y se

descongelaron a temperatura ambiente este proceso se realizé dos veces.

El lisado celular se transfirié a una placa de 96 pozos a la que se anadieron 100 uL por
pozos de reactivo Malstat (preparado solubilizando en 200 mL de agua destilada: 400 pL
triton X-100, 4 g de L-lactato de sodio, 1.32 g de tris y 22 mg de 3-acetilpiridina adenina de
dinucledtido) y 25 uL de reactivo NBT / PES (compuesto por 160 mg de Nitro Blue
Tetrazolium Salt (NBT) y 8 mg de etosulfato de fenazina (PES), en 100 mL de agua
destilada. Después de 1 h de incubacion, se registré la absorbancia de cada pozo

empleando un espectrofotometro a 540 nm (Nkhoma et al., 2007).
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Se realizdé un tamizaje inicial para las muestras (EtOHCt, FrDCM1, FrDCM2, A1 y
tetrandrina) en el cual se emplearon dos concentraciones (50 ug/mL y 25 ug/mL) en dos
experimentos independientes, realizados por triplicado. Las muestras que presentaron un
porcentaje de reduccién de parasitemia igual o superior al 50% a la mayor concentracion
ensayada fueron seleccionadas para determinar la Clso. Los experimentos para determinar
la Clsp de las muestras seleccionadas se realizaron por triplicado, tres experimentos
independientes. empleando seis concentraciones distintas, en diluciones seriadas 1:2
(25ug/mL; 12.5ug/mL; 6.25ug/mL; 3,12ug/mL; 1.56ug/mL; 0.78ug/mL). El calculo de la
viabilidad de cada concentracion de muestra se realizd siguiendo la ecuacion de viabilidad

de cada concentracion por muestra (ver Figura 3-3).

Figura 3-3: Distribucion de las muestras obtenidas de C.foxicofera en placa para

determinar la Clso de la actividad antiplasmodial mediante el método de lectura LDH.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Control (GRNP) Control (GRP)

8 25 pg/ml 25 pg/ml 25 pg/mL 25 pg/ml
c 12.5 pg/ml 12.5 pg/ml 12.5 pg/mb. 12.5 pg/ml
D 6.5 pg/mL 6.5 pg/ml 6.5 ug/mlL 6.5 ug/mt
3 3.12 pg/mi 3.12 pg/mt 312 3.12 pg/ml
F 1.56 pg/ml 1.56 pg/ml 1.56 pg/mL 1.56 pg/mlL
G 0.78 pg/mL 0.78 pg/mt 0.78 pg/mL 0.78 pg/ml
H

Control (GRNP): Medio completo+globulos rojos no parasitados (6 pozos)
Control (GRP): Medio completo+globulos rojos parasitados (6 pozos)
Sustancia 1:cada concentracidn realizada por triplicado
Sustancia 2:cada concentracién realizada por triplicado
Sustancia 3:cada concentracidn reakizada por triplicado
Sustancia 4:cada concentracién realizada por triplicado
Lined H sin muestra

(media de absorbancia de cada concentracién por triplicado) - (media del control GRNP)

Célculo de la Viabilidad de cada concentracion de muestra =
(media del control GRP) ~ (media del control GRNP)

Para los ensayos de evaluacion de actividad antiplasmodial in vitro se calculo la
concentracion inhibitoria 50 (Clso) para cada uno de los ensayos mediante analisis de
regresion lineal a partir de la viabilidad y la concentracion con la ayuda del software
MicroCal Origin Pro version 8.5. De acuerdo con los resultados, las muestras se pueden
clasificar como: muy activa (Clso<1pg/mL), activa (1ug/mL<Clso<15ug/mL),
moderadamente activa (15ug/mL< Cls50<25 pug/mL), poco activa (25ug/mL< Cl50<50 pg/mL)
e inactiva Clso>50 pg/mL (De Paula, 2014).



3.4.3 Actividad hemolitica

El ensayo de actividad hemolitica busca evaluar el efecto de las sustancias o extractos
sobre la integridad de los eritrocitos. Se realizé siguiendo el protocolo descrito por (Rocha
et al., 2012), el cual fue adaptado a las condiciones de laboratorio del grupo FaMeTra. Las

muestras se disolvieron en PBS (Solucion salina tamponada de fosfatos,1X, pH=7.5), se

realizé una serie de siete soluciones (1000 ug/mL a 0.001 pg/mL).

Los glébulos rojos se obtuvieron de sangre recién extraida de voluntarios sanos con Rh
O+. La sangre se recogié en una solucion de buffer de citrato de sodio, se lavo tres veces
con solucién salina isotdnica y se resuspendié en PBS 1X, pH=7.5. Se mezclaron 100 yL
de muestra y una suspension de GR con 4% de hematocrito en una placa de 96 pozos.
Después de la incubacién a 37 °C durante 1 hora, las placas se centrifugaron a 500 G
durante 10 minutos. La hemoglobina se cuantific6 en una alicuota de 50 pyL de
sobrenadante, mediante un lector de placas Microplate Manager 6 (BIO-RAD), con una
longitud de onda de 418 nm. Las muestras se evaluaron por triplicado en tres experimentos
independientes. Se utiliz6 PBS 1X como control negativo y una solucion de Triton X-100
estéril al 0.1% como control positivo. La concentracién hemolitica 50 (CHso) se calculd

usando un modelo de regresion logistica.

Se establecié la relaciéon entre la concentracion inhibitoria 50 (Clso) para P. falciparum y
concentracion hemolitica 50 (CHso) (CHso/Clso), con lo cual se puede establecer la
capacidad de una muestra para afectar directamente al parasito, sin que se produzca

efecto sobre los globulos rojos.

3.4.4 Evaluacion de la actividad antimalarica in vivo de

C. toxicofera

Para la evaluacién de la actividad antimalarica del extracto etandlico y fracciones primarias
obtenidas de C. toxicofera se empleé el modelo de malaria murina, con la prueba
supresiva de 4 dias en P. berghei cepa ANKA, descrita por Peters (Peters et al., 1970) y
adaptada por Garavito (Rodriguez et al., 2018) (Anexo D). Los ratones albinos ICR del
mismo género, de 4 semanas de edad, en un rango de peso de 18 a 22 g, fueron infectados
intraperitonealmente con eritrocitos parasitados, ajustando la concentracion del inéculo

infectante a 1x107 parasitos/100 yL. Dos horas después y durante tres dias mas, a la
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misma hora, grupos de cinco ratones fueron tratados por via oral con 400 mg/kg/dia, en
un volumen de 100 pL. Se cuantific la parasitemia el dia 4 por fluorometria, utilizando el
flurocromo fluorescente SYBRG | (Arias Marciales et al., 2016). El control negativo de los
extractos de prueba fue el vehiculo (Agua (55)-propilengicol (20)-glicerina (20)-Tween 5) y
el control positivo CQ (3 mg / kg / dia de cloroquina). El porcentaje de inhibicion de la

parasitemia se calculé mediante un modelo de regresion logistica.

El desarrollo de los ensayos y su evaluacion se realizaron siguiendo la normatividad sobre
el manejo ético de animales de laboratorio establecido en la Resolucion 008430 de 1993
del Ministerio de Salud, capitulo sexto, que cita el uso de animales vivos en experimentos
para investigacién en Colombia. Ademas, se siguidé la normatividad establecida por el
Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia y los protocolos internos de
la Universidad Nacional de Colombia para el manejo y disposicion de material biolégico.

Este proyecto conté con aval del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias (Anexo E).

Para realizar un analisis comparativo entre los resultados del ensayo in vivo de extracto
etandlico y las fracciones primarias, se realizaron pruebas para determinar la normalidad
de los datos. Se empleé la prueba de hipétesis ANOVA con a = 0.05 y posteriormente la

prueba de Tukey con a = 0.05.

3.4.5 Evaluacion de la toxicidad aguda por via oral del extracto

etandlico y las fracciones obtenidas de C. toxicofera

Se evalué la toxicidad aguda del extracto etandlico de lianas de C. toxicofera y de sus
fracciones alcaloidales, siguiendo los lineamientos de la guia OECD Test N° 423 (OECD,
2002). Para el desarrollo de este ensayo se tenia el aval por el Comité de Etica de la

Facultad de Ciencias (Anexo E).

Los animales empleados fueron ratones hembra nuliparas, jévenes sanas, elegidos al
azar. Cada animal, al comienzo de su dosificacion tenia entre 11 y 12 semanas de edad y

su peso no variaba en mas de un 20% del promedio.



Condiciones de alojamiento y alimento

La temperatura promedio del lugar de alojamiento para los animales fue aproximadamente
de 22°C (+ 3°C). La humedad relativa fue al menos del 30% y preferiblemente no superior
al 70%. Se empled iluminacion artificial, la secuencia es de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Para la alimentacién, se utilizé dieta de laboratorio convencional para pequefios
roedores (Laboratory Rodent Diet de LabDiet ®) con un suministro ilimitado de agua

potable.

Preparacién de dosis

Las dosis fueron preparadas considerando que, en roedores, el volumen de administracion
normalmente no debe exceder de 1 mL/100 g de peso corporal. Para cada sustancia se
peso la cantidad suficiente y se diluyé en el vehiculo correspondiente. En el caso del
extracto etandlico, fue empleado un vehiculo cuya composicién consté de glicerina,
propilenglicol y agua en proporciones 10:10:80. Para la fraccion (FrDCM 2) se prepard un
vehiculo compuesto por acido clorhidrico (HCI 2N), con lo cual se mejora la solubilidad en
medio acuoso de los alcaloides. Posteriormente se empled hidroxido de sodio (NaOH 2N)
llevando a pH cercano a la neutralidad (acido clorhidrico, hidroxido de sodio (4-6)).
Finalmente, para la fraccion FrDCM 1 a partir de ensayos previos en los cuales se encontrd
las mejores condiciones de solubilidad empleando en relacion 50% los vehiculos (glicerina,
propilenglicol y agua en proporciones (10:10:80) y acido clorhidrico, hidroxido de sodio
(40:60). Los vehiculos fueron evaluados en el ensayo, reportando los resultados como

“blanco”. Las soluciones fueron preparadas justo antes de la administracion.

Administraciéon de los compuestos

La sustancia de ensayo se administré6 en una dosis Unica empleando una canula para
administracion gastrica forzada. Los animales fueron sometidos a ayuno antes de la
dosificacién, se retiré la comida y agua tres a cuatro horas antes. Los animales se pesaron,
se agruparon y se marcaron para ser administrados con la sustancia de prueba. Después
de que la sustancia fue administrada, se observaron los animales por al menos 2 horas.
Una vez se evidenciaba que el animal se habia recuperado (1 — 2 horas) se les

proporcionaba alimento.
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Numero de animales y dosis empleadas

Para estimar las dosis iniciales para los ensayos con EtOHCt (2000 mg/Kg) y las
FrDCM 1y FrDCM 2 (300 mg/kg) se tuvo en cuenta el estudio de toxicidad del extracto
etandlico y fracciones de Abuta grandifolia, planta de la familia Menispermaceae y en la
cual se han reportado alcaloides BBIQS (Hata, 2005).

Tres animales fueron usados para cada etapa. Se emplearon dosis fijas preestablecidas
en la guia OECD Test N° 423. En este caso se trabaj6 en los tres ultimos niveles (50, 300
y 2000 mg/kg), tal como lo indica la Tabla 3-5. Los diagramas del procedimiento que se

siguieron para cada una de las dosis iniciales se observan en el Anexo F.

Tabla 3-5:Caracteristicas sobre el protocolo de toxicidad aplicado a cada una de las

sustancias evaluadas.

. Numero de
Sustancia
Vehiculo Animales Dosis Anexo
evaluada
empleados

Extracto | Glicerina: Propilenglicol: Agua | 3 animales | 2000 mg/kg | Anexo 7.3
etandlico (10:10:80) 6 animales | 300 mg/kg | Anexo 7.2

Vehiculo extracto: Vehiculo 6 animales | 300 mg/kg | Anexo 7.2
FrDCM2 (50:50) 6 animales | 2000 mg/kg | Anexo 7.3
3 animales | 300 mg/kg | Anexo 7.2

FrDCM1

FrDCM2 HCI 2N:NaOH 2 N (40:60)

6 animales 50 mg/kg Anexo 7.1

Seguimiento

Los animales fueron observados después de la dosificacion, durante los primeros 30
minutos, la primera hora y a las 24 horas. De igual forma se evaluaron de forma diaria
durante un total de 14 dias. Para las observaciones clinicas fue tenido en cuenta el test de
Irwin/Hipocrético y se realizaron sacando los animales de sus cajas y trasladandolos a un
corral de observacion (Roux et al., 2005). Las observaciones incluyeron cambios en la piel
y el pelaje, los ojos y las membranas mucosas, y también los sistemas respiratorio,
circulatorio, autonomo y del sistema nervioso central, y la actividad somatomotora y el

patréon de comportamiento. La atencién se dirigié a la observacion de signos como



temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suefio, coma, piloereccion o cualquier
otro que pudiera alertar sobre alguna alteracion fisiopatoldgica. Antes de la administracion
se realizé una evaluacion clinica general, con el fin de verificar el estado saludable de los

animales.

Finalmente, alrededor de la hora y media de haberlos observado, fueron devueltos a sus
cajas, donde se les retorné el suministro de comida y el agua. Siguiendo las
recomendaciones de la guia 423, se observaron a las 24 horas y durante el estudio se

evaluaron dia de por medio por 14 dias.

Los animales que se encontraban con signos de dolor intenso o0 angustia severa fueron

sacrificados para evitar la prolongacion del sufrimiento.

Peso corporal

Como ya se habia mencionado, el peso de cada animal fue determinado poco antes de la
administracion de la sustancia problema. Los animales sobrevivientes fueron pesados dia

de por medio durante los 14 dias de observacion (OECD, 2002).

Para determinar si hay una diferencia estadisticamente significativa entre el
comportamiento del peso promedio de los animales tratados y los animales de control
(vehiculo) se realizaron pruebas de comparacién t-Student para dos poblaciones
independientes, las cuales fueron implementadas en el paquete estadistico R. Las
comparaciones se hicieron por pares entre cada grupo tratado con la sustancia problema

y su respectivo vehiculo.
Necropsia

Al final del ensayo (dia 14), los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical
para ser sometidos a una necropsia y evaluacibn macroscopica y morfolégica de los
principales 6rganos blanco para sustancias téxicas (OECD, 2002). Posteriormente, los
6rganos fueron recuperados (todos los cambios anatomo-patologicos visibles fueron
registrados). Los 6rganos se conservados en una solucién de formol en buffer de fosfato
pH 7.4 para finalmente ser sometidos a estudio histopatolégico. Posteriormente los
6rganos fueron embebidos en parafina, a partir de estos bloques se prepararon cortes para

la observacién de los tejidos a nivel microscépico.
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3.4.6 Cultivo de células hepaticas HepG2 y ensayo de citoxicidad

Para el desarrollo del ensayo de citotoxicidad se empled una linea de células HepG2 A16,
obtenidas de hepatoplastoma primario humano, se cultivd a partir de una ampolla
crioconservada de un cultivo proporcionado originalmente por el Dr. Luciana Maria Silva,
de la Fundacion Ezequiel Dias (FUNED/MG).

Las muestras se analizaron por triplicado en tres experimentos independientes. La linea
celular fue mantenida en medio RPMI suplementado con NaHCO3; y L-glutamina mas suero
fetal bovino, el medio se remplazé cada dos dias. Se incubé en una atmésfera de CO- al
5%, la temperatura fue 37°C durante 17-24 horas para la adhesién celular a la placa
(70-80% de confluencia).

Las células con al menos 80% de confluencia se retiraron del recipiente de cultivo para
emplearlas en el ensayo, se les adiciond 1 mL de tripsina 0.025% EDTA (Sigma-Aldrich®),
se incubaron a 37°C por 5 min, se resuspendieron en 10 mL de medio completo y se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. Tras descartar el sobrenadante y resuspender el
sedimento en RPMI completo, las células se distribuyeron en microplacas de 96 pozos
(4x10% células/100 uL por pozo) y se incubaron en estufa de CO a 37°C durante 24h para

que se adhirieran a la placa.

Después de este periodo de incubacion, 100 uL de las muestras: extracto etandlico,
fracciones alcaloides de C.foxicofera y tetrandrina a diferentes concentraciones (1,10, 100,
1000 en pg/mL), inicialmente disueltas en DMSO (0.02%, v/v), esta solucién se diluyd, en
medio de cultivo RPMI y posteriormente puestos en contacto con el cultivo celular.
Después de 24 h de incubacion se elimind el sobrenadante, se afiadieron 28 uL/ pozo de
MTT (2,0 mg/mL). Se incub6 con MTT por 1 h y 30 minutos (Mosmann, 1983). Luego se
anadié 100 yL DMSO por pozo. La lectura se realizd en un espectrofotdmetro (Infinite
M200Pro - TECAN) a 540 nm por 90 min. La concentracion citotdxica que inhibe el
crecimiento de las células en un 50 % en presencia de las muestras de prueba se
determiné en comparacion con las células cultivadas sin las muestras de prueba,

considerada como un crecimiento del 100 % (de Pilla Varotti et al., 2008)



Los resultados se evaluaron utilizando el programa Origin Pro 8.5.0 SR1 (2010) con la
determinacion de las curvas de respuesta a las concentraciones establecidas con ajuste
sigmoidal. Los resultados se expresaron como la concentracion inhibitoria 50 (CCsp). Las
muestras se clasificaron de acuerdo a rangos de citotoxicidad en: altamente tdxico
(CCs0<10 pg/mL), toxico (10 pug/mL <CCso<100 pg/mL), moderadamente téxico (100 pg/mL
<CCs50<1000 pg/mL) y potencialmente no téxico (CCso> 1000 pg/mL) (Osorio et al., 2007).
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4. RESULTADO Y DISCUSION

41. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LAS PLANTAS
PRESELECCIONADAS

4.1.1 Preparacion de los extractos primarios de las cinco especies

preseleccionadas

Se elaboraron extractos en etanol 96%, una vez que con este solvente se logra extraer
una alta diversidad de metabolitos secundarios (Hernandez-Carvajal etal., 2022). El
material vegetal de las distintas plantas preseleccionadas se secd en estufa de aire
circulante por 48 a 72 horas, con el fin de reducir el porcentaje de humedad, evitandose
de esta manera la proliferacion de microorganismos y detener la accién enzimatica, con lo

cual se conservan los metabolitos secundarios (Sharapin, 2000).

En la Tabla 4-1 se presentan los rendimientos obtenidos en el proceso de extraccion para
las especies preseleccionadas. Se obtuvieron porcentajes en el rendimiento para las
especies estudiadas entre 2.7 y 17.3 %, los mayores porcentajes probablemente se
debieron a la capacidad del solvente de extraccion (etanol) para disolver metabolitos

primarios y secundarios de diferente polaridad.

Los rendimientos para hojas de C. membranacea y C. metensis fueron 13.8% y 9.7%,
respectivamente, siendo mayores a los reportados previamente por Uchdba et al., 2010 y
Hernandez Carvajal etal., 2014, quienes obtuvieron rendimientos de 4.1% para
C. membranacea y 3.5% para C. metensis. Estas diferencias pueden estar asociadas a la

época de colecta, una vez que las hojas para esta investigacion fueron obtenidas en época



seca y los menores rendimientos corresponden a extractos obtenidos a partir de material
vegetal colectado en época lluviosa. Sin embargo, también pueden estar asociadas con

otros factores intrinsecos y extrinsecos (Sharapin, 2000).

Tabla 4-1:Resultados del rendimiento en el proceso de extraccion para las especies

preseleccionadas.

Material Peso o
Nombre de la vegetal Rendimiento
. : extracto o
especie vegetal | molido seco (g) (%)
_ (9)
Ambelania duckey 150.9 4.1 27
Mark
Cecropia
membranacea 452.9 62.4 13.8
Trécul
Cecropia metensis 4529 440 9.7
Cuatrec
Curarea toxicofera
(Wedd.) Barneby 150.2 17.5 11.6
& Krukoff
Verbena littoralis 4529 78.2 17.3
Kunth

En el caso de V. littoralis el rendimiento de 17.3% fue mucho mayor que el reportado
por Tasso de Souza et al. (2005) de 1.4 %, para un extracto etandlico a partir de material
vegetal colectado en Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, en el mes de diciembre
de 2001. Esta diferencia en los porcentajes de rendimiento puede estar asociadas al
lugar de colecta, época y posiblemente a que en este trabajo se extrajo el material

vegetal hasta agotamiento de la muestra.

Para lianas de A. duckey el rendimiento fue de 2.7%, un porcentaje menor si se compara
con el obtenido para el extracto etandlico de hojas secas de A. occidentalis el cual fue
de 7.82% (Castro et al.,, 2009). La diferencia en estos porcentajes, ademas de la
especie, puede estar asociada a el tipo de 6rgano empleado, ademas del método de
extraccion utilizado para obtener el extracto etandlico en A. occidentalis, el cual fue

maceracion dinamica.

Para lianas de C. foxicofera el rendimiento fue de 11.6 % empleando como solvente

etanol al 96%, porcentaje un poco mayor al reportado en otra investigacion empleando
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la misma especie y 6rgano, utilizando como solvente de extraccion agua (8.9%)
(Rodriguez Parra, 2015). La diferencia en el rendimiento estd asociada al solvente de
extraccion empleando, ya que con etanol se puede extraer una mayor diversidad de

metabolitos en un amplio rango de polaridad.

4.1.2. Estudio fitoquimico preliminar de los extractos etandlicos de

cinco plantas con antecedentes antimalaricos

Con el fin de complementar la informacién fitoquimica reportada para preparaciones
tradicionales (Rodriguez Parra, 2015) se llevo a cabo un estudio fitoquimico preliminar de
los extractos etandlicos mediante CCD, pruebas de coloracion y precipitacion. Como
resultado de estas pruebas (Tablas 4-2 y 4-3) se establecio la presencia de polifenoles,
flavonoides, esteroides y terpenos, en todos los extractos. C. toxicofera fue la Unica
especie donde se detectd la presencia de alcaloides. Adicionalmente, en todas las
especies se evidencio la ausencia de glicésidos cardiotonicos, compuestos antracénicos,
cumarinas y saponinas. A continuacion, se muestra el analisis de los resultados para cada

grupo de metabolitos secundarios:

Tabla 4-2:Resultados de la caracterizacion fitoquimica por CCD? para los extractos

etandlicos de A. duckey, C. metensis, C. membranacea, C. toxicofera y V. littoralis.

Metabolitos secundarios
Especie Compuestos | Flavonoides Acidos Compuestos Alcaloides
fendlicos carboxilicos | terpenoidesy
fendlicos esteroidales
Azul oscuro ® Amairillo, Azul® Rosa® Naranja®
verde o
naranja°®
Ambelania cf 0.25 0.37 0.30 0.25, 0.45 ND
duckey
Cecropia 0.20 0.50, 0.60, 0.30,0.60 0.25, 0.45, ND
metensis 0.70 0.6,0.7
Cecropia 0.20 0.50, 0.60, 0.30,0.60 0.25, 0.45, ND
membranacea 0.70 0.6,0.7
Curarea 0.22 0.54 0.7 0.25, 0.45 0.19,0.28,0.38
toxicofera
Verbena 0.32 0.74 0.23,0.83 0.25, 0.45 ND
littoralis

a Valores de Rr obtenidos de las medidas de dos pruebas cromatograficas; ® Coloracion al visible. ©
Fluorescencia 365 nm. Estandares: acido tanico (0.30), Rutina (0.56), Quercetina (0.35), acido clorogénico
(0.42); B-sitosterol: (0.45), sulfato de quinina (0.52). ND: No detectado



Compuestos fendlicos:

Como resultado de las pruebas de coloracion (Tabla 4-3) y por CCD (Tabla 4-2), se
observaron manchas de color azul oscuro para todas las especies después de la
derivatizacion con cloruro férrico-ferricianuro de potasio, lo que indica la presencia de
polifenoles. Para la confirmacién de taninos se utilizd la prueba de gelatina-sal, los
extractos etandlicos de todas las especies resultaron positivos en esta prueba, indicando
la presencia de compuestos fendlicos y taninos. Las proantocianidinas (taninos
condensados) se detectaron solo en los extractos etandlicos de C. metensis y C.

membranacea.

Estos resultados son coincidentes con lo reportado para estas dos especies de Cecropias
colectadas en época lluviosa (Hernandez & Luengas, 2013). Ademas, se observd una
pequeina cantidad de precipitado y un color azul débil en los extractos de C. toxicofera y

A. duckey, reflejando un contenido relativamente bajo de taninos.

Tabla 4-3: Resultados de la caracterizacion fitoquimica mediante pruebas de coloracion y
precipitacién para A. duckey, C. metensis, C. membranacea, C. toxicoferay V. littoralis.

Clase de Pruebas de Plantas evaluadas
metabcc;lltp COIC’,"?:'OP,V Ambelania Cecropia Cecropia Curarea Verbena
secundario precipitacion duckey metensis membranacea toxicofera littoralis
Dragendorff - - - + -
Mayer - - - + -
Alcaloides Valser - - R + -
Reineckato de ) ) ) + )
amonio
Compqestos FeCls + + + + +
fendlicos
. Shinoda - + + - +
Flavonoides
HCI - - - - -
Glicosidos Ensayo de ) ) ) ) )
cardiotonicos Kedde
o NaOH
Glicosidos 5%/NHsOH ; ; - - -
antracénicos o
2%
Taninos Gelatina-Sal + + + + +
Proanto BUOH/HCI - + + - -
cianidinas
Prueba de la ) ) ) ) )
Saponinas espuma
Hemodlisis - - - - -

Convenciones: Presencia (+) y Ausencia (-) FeCls: cloruro férrico; HCI: acido clorhidrico;
BuOH: n-butanol
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Los compuestos fendlicos se caracterizan estructuralmente por tener al menos un anillo
fendlico en la misma molécula. Las sustancias fendlicas tipicas incluyen fenilpropanoides
(cumarinas, flavonoides, proantocianidinas, lignanos, ésteres de fenilpropanoides), acidos
carboxilicos fendlicos y taninos hidrolizables o condensados. Estos compuestos generan
grupos fendxido que forman complejos con Fe*3. Los resultados positivos con las pruebas
de FeCls, tanto por prueba de tubo como por CCD, indican la presencia de compuestos
fendlicos, pero no se puede identificar ningun metabolito especifico (MacWilliam & Wenn,
1972; Ocampo et al., 2014).

Compuestos fendlicos como acidos hidroxibenzoicos (Ces-C1) y acidos hidroxicinamicos
(Ce-C3), se han reportado para algunas plantas de la familia Apocynaceae a la cual
pertenece A. duckey (Chan et al., 2016). En cuanto a C. peltata y C. membranacea se
reportd la presencia de taninos hidrolizables y proantocianidinas (Costa et al., 2011;
Hernandez & Luengas, 2013). En el caso de V. littoralis se ha reportado la presencia de
taninos especificamente taninos catéquicos (Garcia et al., 1995; Tasso de Souza et al.,
2005).

Flavonoides

Para evaluar la presencia de flavonoides se utilizaron pruebas en tubo: Shinoda y
leucoantocianidinas (Tabla 4-3) y se confirmaron los resultados mediante CCD. La prueba
de Shinoda fue positiva (coloracion roja) para los extractos de C. metensis, C.
membranaceay V. littoralis, con lo cual se confirma la presencia del nucleo y-benzopirona.
La prueba de leucoantocianidinas fue negativa para todos los extractos analizados.
Mediante CCD se observaron manchas fluorescentes amarillas y naranjas a 365 nm
después de revelar con NP-PEG (Tabla 4-2) para todos los extractos evaluados, resultado

que es caracteristico para flavonoides (Wagner & Bladt, 1996).

Para C. metensis y C. membranacea, se observaron tres manchas anaranjadas intensas
a 365 nm (Rr= 0.50; Re= 0.60; Re= 0.70), relacionadas con flavonas, flavonoles y
flavanonas (Tabla 4-2). Se observaron manchas de fluorescencia verde intenso para el
extracto de V. littoralis (Re= 0.74) y el extracto de C. toxicofera (Rr= 0.54) que pueden
corresponder a compuestos fendlicos. En la placa de CCD del extracto etandlico de
A. duckey se evidenci6é una mancha de fluorescencia anaranjada (Rr= 0.37) caracteristica
para flavonoides (Wagner & Bladt, 1996).



Los cromatogramas de CLAE-DAD obtenidos para los extractos de C. metensis y
C. membranacea (Figura 4-1A y 4-1B) exhibieron perfiles semejantes, igualmente a lo
observado en los perfiles de CCD. Estas dos especies se caracterizan por mostrar un pico
principal en un Tr de 19.2 min, empleando la longitud de onda a 350 nm, este pico exhibe
el patron de absorcion caracteristico de los flavonoides con maximos a 269 nm y 349 nm
(Figura 4-1A'y 4-1B) (Paganga & Rice-Evans, 1997).

Para el extracto de V. littoralis se observé un pico mayoritario en la regién de polaridad
media, con un tiempo de retencién de 19.5 minutos y fuerte absorcién con dos maximos a
202 nm y 333 nm, junto con un grupo de cinco picos con tiempo de retencién entre 7.0 y

11.0 minutos. Estos picos también estan asociados con flavonoides (Figura 4-1C).

En el cromatograma de A. duckey se mostré un pico principal cuyo tiempo de retencion de
12.4 minutos (Figura 4-1D) con dos maximos de absorcion a 200 nm y 333 nm. Finalmente,
en el extracto de C. foxicofera no se aprecié un pico mayoritario, consistente con lo
observado por CCD donde se apreciaron manchas de baja intensidad con los distintos
reveladores, pero fue evidente varios picos pequefos con tiempos de retencion entre 10.0
y 36.0 minutos. El patrén de absorcion de estos picos fue diferente de un patron asociado
con flavonoides. Esta absorcién puede estar asociado a los anillos fendlicos presentes en
los alcaloides BBIQS (Figura 4-1 E) (Guha et al., 1979).

En los espectros de "H-RMN de cada extracto se evidencié sefiales en la region a campo
bajo correspondientes a los protones aromaticos (6.5 a 7.5 ppm), que estan presentes en

los compuestos fendlicos, incluidos los flavonoides (Figura 4-2) (Fuloria & Fuloria, 2013).

Para C. metensis y C. membranacea a partir del resultado positivo con Shinoda se
establecié la posible presencia de flavonoides con anillo y-benzopirona (flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles e isoflavonoides). Este resultado coincide con los
reportes en la literatura para diferentes especies del género Cecropia, como C. peltata, C.
obtusifolia, C. glaziovii, en las que estan presentes isoorientina, vitexina, catequina y
epicatequina (Andrade-Cetto & Vazquez, 2010; Consolini et al., 2006; Luenga-Caicedo
et al., 2007; Pérez-Guerrero et al., 2001; Tanae et al., 2007). En un estudio fitoquimico
anterior que utilizé extractos de hojas de C. metensis y C. membranacea, recolectadas en
la temporada de lluvias, se reporté la presencia de compuestos fendlicos, incluidos los

flavonoides (Hernandez & Luengas, 2013).
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Figura 4-1: Cromatogramas por CLAE-DAD de extractos etandlicos de C. metensis (A), C.
membranacea (B), V. littoralis (C), A. duckey (D) y C. toxicofera (E), y espectros UV de los

picos mayoritarios a 350 nm.
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La evaluacion del extracto etandlico de V. littoralis, mediante la prueba de Shinoda fue
positiva, con lo cual se puede predecir la presencia de flavonoides con anillo y-benzopirona
reportados para esta especie como en como 4’-hidroxiwogonina,
8,3 -dimetoxi-5,7,4 -trihidroxiflavona, luteolina, diosmetina, lo cual es coincidente con las
manchas observadas para heterosido de flavonoides por CCD (Y. Li, Ishibashi, Chen,
et al., 2003; de Lima et al., 2018). Ademas, se ha reportado la presencia de littorachalcona,
verbenechalcona (Garcia et al., 1995; Vestena et al., 2019; Y. Li, Ishibashi, Chen, et al.,
2003).
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Para A. duckey los resultados negativos en la deteccion de flavonoides empleando pruebas
de tubo pueden estar relacionadas con la baja concentracion en la muestra. Sin embargo,
los resultados negativos en los ensayos en tubo no son coincidentes con el resultado por
CCD, ensayo de mayor sensibilidad, en el cual se aprecia una mancha de coloracion
naranja débil. De acuerdo con lo observado en el cromatograma CLAE-DAD se puede
sugerir la presencia de flavonoides en esta especie. Este resultado se puede justificar a
partir del reporte de flavonoides para otras especies de la familia Apocynaceae (Chan
et al., 2016; Y.-N. Lv et al., 2020).

Figura 4-2: Espectros por 'TH-RMN en metanol-d4 de los extractos etandlicos A. duckey,

C. metensis, C. membranacea, C. toxicofera, y V. littoralis.
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Para el extracto etandlico de C. toxicofera, la prueba de Shinoda fue negativa con lo cual
se permite establecer la posible ausencia de flavonoides con anillo y-benzopirona
(flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles e isoflavonoides). Al emplear CCD y revelar
con NP-PEG y UV-365 nm se observd una mancha de color naranja débil. Mediante
CLAE-DAD en la zona de mediana polaridad se observaron picos de baja intensidad, con
espectros UV cuyas absorciones corresponden a la presencia de anillos aromaticos, no
necesariamente de flavonoides. Con los resultados obtenidos en el analisis fitoquimico
preliminar se puede concluir la presencia de compuestos fendlicos y la ausencia de

flavonoides en el extracto etandlico de C. toxicofera.

La ausencia de flavonoides en extractos etandlicos de C. foxicofera, puede estar asociada
con la baja concentracion en la muestra y/o el 6rgano vegetal empleado (lianas), ya que
en otras especies de la familia Menispermaceae como Cyclea peltata, planta de la cual se
ha obtenido el extracto etandlico de sus hojas y se ha reportado la presencia de flavonoides
(Hao et al., 2015).

Acidos carboxilicos fenélicos

Los acidos carboxilicos fendlicos como el acido cafeico o clorogénico, presentan manchas
azules o verdes fluorescentes a 365 nm en placas de CCD cuando se revelan con reactivo
NP-PEG (Wagner & Bladt, 1996). En estas condiciones, todos los extractos etandlicos
evaluados mostraron manchas azules fluorescentes, lo que indica la presencia de acidos

carboxilicos fendlicos.

Los extractos de C. metensis y C. membranacea exhibieron dos manchas azules
fluorescentes a Rr = 0.30 y Rr = 0.60 (Tabla 4-2). El extracto de A. duckey mostr6é una
mancha intensa a Rr = 0.3 (Tabla 4-2). V. littoralis presenté6 una mancha débil con
Rr = 0.23 (Tabla 4-2). Se observaron manchas de baja intensidad para el extracto de
C. toxicofera con Rr = 0.7 (Tabla 4-2). En los perfiles por CLAE-DAD de los extractos
etandlicos de C. metensisy C. membranacea (Figura 4-1A y 4-1B) se apreciaron picos con
tiempos de retencioén entre 3-5 min, correspondientes posiblemente a los acidos fendlicos.
El perfil de absorcién es caracteristico para este tipo de compuestos, con una absorcion

maxima a 325 nm como se reportd para el acido clorogénico (De Maria & Moreira, 2004).

El perfil del extracto etandlico de V. littoralis (Figura 4-1 C) mostré un grupo de picos de

baja absorcion con tiempos de retencion entre 7.5-10 min en la regién de alta polaridad,
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con maximos de UV a 260 nm y 290 nm, entre los cuales puede estar el &cido clorogénico,

metabolito secundario reportado en V. officinalis (Casanova et al., 2008).

En el cromatograma para el extracto de A. duckey (Figura 4-1 D) se aprecia un grupo de
picos de baja absorcién entre 4 y 5 minutos con maximos de UV a 200 nm y 260 nm
asociado a compuestos de alta polaridad, como los acidos carboxilicos fendlicos. Para
distintas especies de la familia Apocynaceae se han reportado algunos acidos carboxilicos
fendlicos C6-C3 como el acido cafeico. El acido clorogénico ha sido aislado de las hojas
de V. glabra (Chan et al., 2016).

Para el extracto etandlico de C. toxicofera no se observaron picos de importante intensidad
en la region polar (2-5 min), pero se observaron picos con tiempos de retencion entre 10.0

min y 18.0 min, caracterizados por una absorcién maxima a 200 nm (Figura 4-1 E).

Los extractos en los que se detectaron posiblemente acidos carboxilicos fendlicos entre
ellos acido clorogénico se apreciaron sefiales a campo bajo de hidrogenos que
corresponden alqueno (H2'=7.59—-7.73 ppm y H3'=6.38-6.54 ppm). Ademas, se mostraron
sefiales caracteristicas en la region de protones aromaticos (6.96—7.21 ppm) (Figura 4-2).
que confirma la presencia de anillo aromatico en todos las muestras (Berregi et al., 2003;
Fuloria & Fuloria, 2013; Tavares & Ferreira, 2006).

Compuestos terpenoides y esteroides

Los compuestos con estructura terpénica o esteroidal se detectaron mediante CCD,
empleando como agente derivatizante el reactivo de Libermann-Burchard. Las manchas
rosadas y marrones se consideraron positivas para estos compuestos. Los extractos de
C. membranacea y C. metensis mostraron cuatro manchas rosadas débiles a Rr = 0.25;
Rr =0.45; Rr = 0.6; Rr = 0.7 (Tabla 4-2). Se observé en los cromatogramas por CCD para
estas dos especies una mancha con Rr=0.45, que puede estar asociado con la presencia
de compuestos esteroidales como el patron 3-sitosterol (Rr = 0.45) (Tabla 4-2). Ademas,
se apreciaron compuestos de baja polaridad, con Tr entre 40 y 60 min, region en la que se
pueden encontrar terpenos y/o esteroles, estas sustancias mostraron absortividad a 210
(Figura 4-3 Ay B).

El extracto de V. littoralis muestra manchas rosadas, una con mayor intensidad a Rr = 0.25

y otra a Rr = 0.45. Los extractos de A. duckey y C. toxicofera mostraron manchas rosadas



débiles individuales a Rr = 0.25 y Rr = 0.45, respectivamente. La presencia de compuestos
terpénicos y esteroides se confirmé después empleando vainillina/acido O-fosférico,
apareciendo manchas de varios colores después del calentamiento de las placas. Ademas,
se apreciaron en el cromatograma por CLAE-DAD picos con absortividad a 210 nm en la

region de baja polaridad con Tr entre 40 y 60 min (Figura 4-3 C).

Los resultados de estos ensayos por CCD soportan la presencia de compuestos terpénicos
o esteroidales en los cinco extractos (Chan et al., 2016; Hernandez Carvajal, 2012; Rojas
et al., 2009).

Los extractos etandlicos de A. duckey y C. toxicofera presentaron picos de baja absorcion
en la region apolar (60-70 min) del cromatograma (Figura 4-3 D y E), lo que podria
explicarse por la baja concentracién de los compuestos terpenoides y esteroidales en las
muestras y la baja absorcion UV de este tipo de compuestos menos polares. Sin embargo,
el extracto de V. littoralis mostré un pico de intensidad baja con un tiempo de retencién de
53.0 min (Figura 4-3 C). Ademas, se observaron sefiales en campo alto en el espectro de
'"H-RMN (entre 0 y 3 ppm), correspondientes a hidrégenos alifaticos (Figura 4-2) (Fuloria
& Fuloria, 2013).

Se han reportado otros compuestos terpenoides en diferentes especies del género
Cecropia, como el acido torméntico (Uchba et al., 2010). En investigaciones desarrolladas
con C metensis y C. membranaceae se obtuvieron perfiles de terpenos comparables con
las muestras recolectadas en la época seca (Hernandez Carvajal, 2012). El B-sitosterol
podria estar presente en estas plantas, ya que se observé una mancha con el mismo color

de baja intensidad y Rr similar al estandar empleado para CCD.

La presencia de compuestos como terpenos y esteroides detectados en esta investigacion
para V. littoralis es comparable a lo reportado para Verbena sp. en la que se determiné la
presencia de esteroides empleando CCD vy utilizando como agente derivatizante
Liebermann-Burchard (Garcia et al.,, 1995; Gutiérrez & Villegas, 2008). Ademas, se
informaron algunos triterpenos en el extracto de V. officinalis, como el &acido
3a, 24-dihidroxi-urs-12-en-28-oico (Deepak & Handa, 1998; Shu et al., 2013).
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Figura 4-3: Cromatogramas CLAE-DAD de extractos etandlicos de: C.metensis (A),

C.membranacea (B), V. littoralis (C), A. duckey (D) y C. toxicofera (E) con deteccién a 210
nm.
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Para los extractos etandlicos de A. duckey y C. toxicofera las manchas de intensidad baja
observadas en la placa de CCD empleando como revelador Liebermann-Burchard puede
en estar asociadas a la baja concentracion de estos metabolitos secundarios. Empleando
otro revelador vainillina / acido O-fosférico, se apreciaron manchas adicionales, pero
igualmente, confirma la cantidad baja a moderada de compuestos esteroidales o
terpenoides. En la literatura consultada en el momento de realizar el documento, no se
encontré ningun informe previo de la presencia de compuestos esteroidales o terpenicos

para estas especies.
Alcaloides

Como primer paso para detectar la presencia de alcaloides, se realizaron pruebas de
precipitaciéon disolviendo las muestras en acido clorhidrico y utilizando sales de metales

pesados como yoduro de potasio (reactivo de Dragendorff), yoduro de potasio-mercurio
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(reactivo de Mayer) y sal de reineckato de amonio, como agentes precipitantes (Rojas
et al., 2009).

Se observé abundante formacién de precipitado cuando al extracto etandlico de
C. toxicofera se puso en contacto con los reactivos de precipitacion con lo cual se evidencia
la presencia de alcaloides (Tabla 4-3). El resultado positivo con la prueba de reineckato de
amonio sugiere la presencia de alcaloides de amonio cuaternario, entre los cuales estan
los alcaloides bisbencilisoquinolinicos, como (+)-tubocurarina y chodrocurarina, reportados
para C. toxicofera y que presentan dos grupos de amonio cuaternario (Menachery, 1996).

Las demas especies no mostraron precipitacion, lo que sugiere la ausencia de alcaloides.

El resultado obtenido inicialmente con las pruebas de precipitacion, fue confirmado por
CCD utilizando reactivo de Dragendorff como agente derivatizante (Uche et al., 2017). El
extracto etandlico de C. toxicofera mostro tres grupos de manchas anaranjadas intensas a
Rr=0.19; Rr=0.28; Rr=0.38 (Tabla 4-2). Los resultados fueron negativos para los extractos
de las otras especies. Empleando CLAE-DAD la presencia de alcaloides en C. toxicofera
puede asociarse al grupo de compuestos con tiempos de retencion entre 14.0 y 20.0 min
(Figura 4-3E), estos picos mostraron una absorcion maxima de 210 y 280 nm, las cuales
son comparables con alcaloides BBIQS del tipo XX como (S,S)-12-O-Methil-6"-O-demethil-
(+)-curina que presento absorciones al UV:206, 225 y 282, (Weber & Opatz, 2019).

Estos resultados concuerdan con los reportado en la literatura sobre la presencia de
alcaloide bisbencilisoquinolina en C. toxicofera: curina, isochondodendrina y toxicoferina
(Cava et al., 1969; Ortiz, 2018). Ademas, los espectros de "H-RMN muestran sefiales en
la regidn correspondiente a los hidrégenos de amina primaria (0.5-3.0 ppm) y sefiales
entre (6.5-7.5 ppm) correspondientes a los protones aromaticos (Fuloria & Fuloria, 2013)
(Figura 4-2).

Especies de la familia Menispermaceae distribuidas en bosques tropicales de América
central y en bosques humedos como la amazonia colombiana, se caracterizan por la
presencia de alcaloides bisbencilisoquinolinicos los cuales son marcadores
quimiotaxonoémicos, con lo cual se justifica la alta cantidad de precipitado y la intensidad
de las manchas de CCD en la evaluacion de alcaloides en C. toxicofera, sugiere una alta

concentracion de este tipo de metabolitos (Hao et al., 2015; Menachery, 1996).



Para las especies de la familia Apocynaceae se reportan diversos tipos de alcaloides, son
mas de 2.664 alcaloides aislados a partir de 400 especies y 76 géneros. Del género
Ambelania, como A. occidentalis, se reporta la presencia de alcaloides inddlicos. Sin
embargo, en el extracto etandlico de A. duckey no se detectd la presencia de alcaloides.
Este resultado negativo puede estar asociado con el lugar o época de recoleccion o con
bajas concentraciones de tales metabolitos en el extracto. Hasta el momento de escribir
este documento ningun informe anterior sugiere la presencia o ausencia de alcaloides en
A. duckey (Chan et al., 2016; Lv et al., 2020).

4.1.3 Evaluacion de la actividad antimalarica in vitro de los
extractos etandlicos de cinco plantas con antecedentes

antimalaricos

Para evaluar la posible actividad antimalarica se inicioé con la determinacién de la actividad
antiplasmodial in vitro frente a P. falciparum cepa FCR-3 en fase eritrocitaria de los
extractos etandlicos brutos de las cinco especies pre-seleccionados. Con base en estos
resultados y los resultantes de la evaluacién de actividad hemolitica de los glébulos rojos,
se selecciond la especie para profundizar los estudios fitoquimicos y farmacologicos,

C. toxicofera.

Los resultados obtenidos (Tabla 4-4) evidenciaron que los extractos de A. duckey,
C. membranacea, C. metensis 'y V. littoralis no presentaron actividad a las concentraciones
evaluadas, con lo cual se establecio que el nivel de actividad es de “no activo” segun
criterios armonizados por la Iniciativa de Investigacién sobre Métodos Antimalaricos
Tradicionales (RITAM). Para C. toxicofera, después de realizar tres ensayos
independientes, la Clso fue de 7.6 £ 3.9 ug/mL, resultado que ubica este extracto en el nivel
de “buena a moderada actividad” al quedar la Clso en el intervalo de 1.1 a 10 pg/mL (Willcox
etal., 2004; Hernandez Carvajal, 2012; Inbaneson etal., 2012). Por lo anterior se

selecciono a C. foxicofera para las demas etapas del proyecto.

El extracto etandlico de V. littoralis no mostrd actividad antiplasmodial. Este resultado es
comparable con el reporte de Ruiz et al. (2011), en el cual la mezcla hidroalcohdlica (7:3)
de V. littoralis empleada por la comunidad Nanay en Loreto, Peru fue evaluado frente a

P. falciparum cepa FCR-3 y no presenté actividad a la maxima concentracion empleada
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(10 pg/mL). Estos resultados no apoyan el uso tradicional de esta especie para el
tratamiento de la malaria, pero tal uso podria estar relacionado con otras etapas del ciclo
de vida del parasito, diferentes periodos de recoleccién o tipo de extraccion. Estas

posibilidades requeriran investigacién adicional.

Tabla 4-4: Resultados del estudio antiplasmodial de los extractos etandlicos de las
especies seleccionadas frente a P. falciparum FCR-3 Clso (ug/mL), actividad hemolitica

in vitro CHsg (ug/mL) e indice de selectividad.

Actividad I Actividad g
Extractos Antiplasmodial | Clasificacion Hemolitica Relacion
etandlicos Cl /mL RITAM CHso/CI
5&(;98D ) CHSO (“gImL) 50 50
C. toxicofera 7.6 + 3.9 Bueno a >1000 > 132
moderado
A.duckey Mark >100* No activo 259 >3
V. littoralis >100** No activo >1000 >10
C. metensis >100** No activo >1000 >10
C. membranacea >100** No activo >1000 >10

* Datos de un experimento ** Datos de dos experimentos independientes
*** Datos de tres experimentos independientes

Distintas especies de la familia Apocynaceae como Ambelania. macrophylla, Ambelania.
scholaris, Ambelania. Occidentalis, Catharanthus gigantea, Catharanthus procera vy
Catharanthus roseus presentan estudios que les atribuyen actividad antimalarica, la cual
es asociada a metabolitos secundarios como vincamina y 14-epi-vincamina, alcaloides
reportados para Ambelania occidentalis. Para A. duckey, especie vegetal utilizada en esta
investigacion, no se evidencid actividad antiplasmodial, este resultado puede estar
asociado a la ausencia de alcaloides, metabolitos secundarios a los cuales se les atribuye

la actividad antiplasmodial para este género (Ayyad et al., 2012; Chan et al., 2016).

Los extractos etandlicos de C. metensis y C. membranacea, recolectadas en época seca
no mostraron actividad antiplasmodial in vitro contra P. falciparum, cepa FCR-3, en las
condiciones evaluadas, cuya concentracién maxima fue 100 ug/mL. En trabajos anteriores,
se evaluo la actividad antiplasmodial in vitro de extractos etandlicos de estas dos especies,

recolectados en la época de lluviosa, con resultados similares. Sin embargo, las fracciones



de acetato de etilo obtenidas de los extractos etandlicos de estas dos especies de Cecropia
colectadas en la época lluviosa, en las que se detectaron flavonoides y terpenos, mostraron
actividad antiplasmodial moderada. En otras especies del género Cecropia se establecid
la actividad antiplasmodial, como en C. pachystachya, cuyo resultado esta asociada a la
presencia del acido tormentico y al B-sitosterol (Hernandez Carvajal, 2012; Uchda et al.,
2010).

El extracto etandlico de C. toxicofera mostré actividad antiplasmodial in vitro, en un rango
de actividad de bueno a moderado, este resultado sugiere que la actividad bioldgica puede
estar asociada a la presencia de alcaloides BBIQS como los detectados para C. toxicofera
en este trabajo. Alcaloides bisbencilisoquinolina como cycleanina, cycleanina N-oxido
curina, isochondodendrina y cocsolina han presentado actividad antimalarica in vitro en
diferentes investigaciones (Lohombo-Ekomba et al., 2004; Otshudi et al., 2005; Uzor,
2020).

En C. toxicofera se han reportado los alcaloides BBIQS:
(-) - curina, (+) - isochondodendrina, (-) toxicoferina o una mezcla 1:1 de (-) - curina y (-) -
tubocurina. Otros alcaloides BBIQS han sido reportado en distintas especies de la familia
Menispermace, tales como norstefasubina, fangquinolina, hernandezina, picnamina,
berbamina e isotetrandrina, los cuales han presentado actividad antiplasmodial frente
P. falciparum (Mambu et al., 2000; Otshudi et al., 2005).

La comunidad indigena Ziora Amena (Amazonas Colombia), utiliza lianas de C. toxicofera
para preparar un remedio tradicional acuoso, empleado en el tratamiento de la malaria.
Este remedio fue evaluado para confirmar la actividad antiplasmodial in vitro, registrando
una ICso= 6.56+0.18 pug/mL (Rodriguez Parra, 2015). La actividad antiplasmodial reportada
para el remedio acuoso es comparable con el resultado obtenido en esta investigacion
para el extracto etandlico de C. toxicofera cuya 1Cso fue 7.6 £ 3.9 Clsp pg/mL. Esta

informacion contribuye a la validacion de la actividad del remedio antimalarico tradicional.

4.1.4 Evaluacion de la actividad hemolitica de los extractos

etanodlicos.

Los resultados de la actividad hemolitica indican que la mayoria de los extractos presentan

una concentracién hemolitica (CHso) >1000 ug/mL, 10 veces mayor que la concentracion
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maxima evaluada en los ensayos antiplasmodiales in vitro con P. falciparum (Tabla 4-4).
Por lo tanto, las concentraciones maximas utilizadas en la prueba no afectaron la integridad

de las membranas de los eritrocitos parasitados y no parasitados.

Los resultados en la relacion entre CHso y Clso fueron superiores a 10 para
C. membranacea, C. metensis 'y V. littoralis y para A. duckey la relacién fue mayor a tres,
expresando el menor riesgo de hemolisis. Estos extractos etandlicos no presentaron
actividad antiplasmodial por lo tanto fueron descartados para continuar estudios de
profundizacion. Para el extracto etandlico de C. toxicofera la relaciéon fue de 132 lo que
permite establecer que el efecto antiplasmodial se debe a la actividad del extracto directo
sobre el parasito y no indirecto sobre el glébulo rojo que alberga al parasito, sin afectar la

integridad de los eritrocitos.

Los resultados de la actividad antiplasmodial y actividad hemolitica de los cinco extractos
etandlicos, correspondientes a las plantas previamente preseleccionadas, por presentar
antecedentes de actividad antimalarica, permiti6 seleccionar a C. toxicofera ya que
present6 actividad antiplasmodial y el menor riesgo de hemolisis para continuar con las
demas etapas del proyecto, que incluye la evaluacion antimalarica in vivo y la realizacién
de la caracterizacion fitoquimica adicional. De esta etapa del proyecto se escribié el

manuscrito que se muestra en el Anexo G.

4.2. ENSAYOS FITOQUIMICOS Y BIOLOGICOS DE Curarea

toxicofera

4.2.1 Material vegetal molido de C. foxicofera

El material vegetal molido de C. foxicofera, planta seleccionada para continuar los estudios
quimicos y biolégicos, presentd olor levemente aromatico y sabor amargo. Su color es
marron amarillento y se evidencian fragmentos marrdn oscuros, provenientes de la corteza.
Como se observa en la Tabla 4-5 el 53.10% del material vegetal previamente molido en
licuadora colectada en invierno-ecolégico quedo retenido entre los tamices 30 (apertura de
malla 500 ym) y 60 (apertura 250 um), por lo tanto, se decidié reunir el contenido de los

tres tamices (226.912g), una vez que no tenia ni particulas muy gruesas ni muy finas. La



mezcla del material vegetal en polvo puede ser clasificado como moderadamente grueso
(710 pm/250um) (Tasso de Souza et al., 2005; WHO, 2011). Este tamano de particula es
reportado por la farmacopea Brasilera para la produccion de extractos primarios a partir de
droga vegetal (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brazil) & Fundagdo Oswaldo
Cruz, 2010).

Tabla 4-5:Evaluacion tamano de particula del material vegetal molido de C. toxicofera

empleando diferentes tamices con diferente grado de apertura de malla.

Numero Abertura en Abertura en material % de muestra
Tamiz Mum pulgadas retenido (g)
20 850 0.331 81.153 19.0
30 500 0.023 65.246 11.5
40 425 0.165 49.353 15.3
60 250 0.098 112.313 26.3
80 180 0.070 32.389 7.6
Recolector | — —=—meee—— | e 70.890 16.6

4.2.2 Estudio de la variacidbn quimica y de la actividad
antiplasmodial del extracto etandlico de C. toxicofera colectada en

las épocas de verano e invierno ecoldégico.

La presencia 0 ausencia de metabolitos secundarios o los cambios en la concentracién de
estas sustancias, puede estar asociado a distintos factores, como condiciones ambientales
(deficiencia en nutrientes o falta de agua), cambios ecoldgicos o época estacional. Para
plantas medicinales es importante determinar la época de colecta, ya que a partir de esta
informacion se puede estimar el tiempo en el cual se debe realizar la colecta del material
vegetal, para que presente los metabolitos secundarios de interés farmacoldgicos con la

mejor concentracion.

Una vez seleccionada C. toxicofera como la especie para continuar la investigacién, se
considero conveniente hacer un estudio con material vegetal colectado en dos épocas del

ano (invierno ecoldgico y verano-ecolégico) con el fin de evaluar la presencia o ausencia
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de alcaloides, metabolitos secundarios asociados a la actividad antimalarica en distintas

especies de género Curarea (Menachery, 1996; Weber & Opatz, 2019).

En la Tabla 4-6 se registran los rendimientos obtenidos para el extracto etandlico a partir
de lianas de C.toxicofera colectadas en invierno ecoldgico (11.42%) y en verano ecolégico
(11.65%), la similitud de estos resultados posiblemente esta asociada con el hecho que en
la regién Amazonica se presenta una condicidon ambiental particular de bosques lluviosos
tropicales con un corto periodo seco y poca entrada de luz para plantas como arbustos y
lianas, estos aspectos ecoldgicos y climaticos hacen que el ambiente de crecimiento de

C.toxicofera no se modifique drasticamente en el afio (Ortiz, 2018; CorpoAmazonia, 2022).

Tabla 4-6: Rendimiento del extracto etandlico de C. toxicofera en diferente época de

colecta.
Nombre especie Epoca de Peso fje Peso de Rendimiento
vegetal colecta/Fecha material extracto (%)
molido (g) seco (9)
Invierno
ecolégico 150.22 17.15 11.42
(25-06-2016)
Curarea toxicofera
Verano
ecolégico 150.20 17.50 11.65
(11-27-2017)

Analisis por CCD de los extractos etanélicos de C. toxicofera

El resultado observado en CCD empleando Dragendorff para cromatografia como
revelador (Figura 4-4), permitid establecer una similitud en los perfiles cromatograficos en
cuanto a la presencia de alcaloides en las dos épocas del afio. Las manchas color naranja
mas intensas se evidencias al emplear volumenes de 10 y yL 15 L, las cuales se
distribuyen en tres grupos de alcaloides (A= polar (R = 0.02); B=mediana alta polaridad
(Rf = 0.3); C= mediana baja polaridad (Rf = 0.4)). La aplicacién de 5 uL de solucién
20 mg/mL genera perfiles en los cuales no se visualizan todas las manchas, por lo que se
recomienda aplicar entre 10 y 15 pL de solucién de extracto. El tipo de mancha y la

coloracién son semejantes al patrén utilizado tetrandrina, con lo cual se pueden sugerir la



presencia de alcaloides BBIQS en los extractos etandlicos de C. toxicofera. La
visualizacion a 365 mn, de las muestras desarrolladas antes de la derivatizacion, establece

un perfil para los compuestos no alcaloidales.

Figura 4-4: Analisis por CCD de los extractos etandlicos de C.toxicofera colectada en
diferente época del ano.

Perfil cromatografico por CCD de C. toxicofera. Observacion: visible

Frente de
solvente

Punto de
aplicacién

1 2 3 11 21 31 1.2 22 3.2

Perfil cromatografico por CCD de C. toxicofera. Observacion: A= 366

Frente de
solvente

Punto de
aplicacién

1 2 3 11 21 31 1.2 2.2 3.2

1: C. toxicofera: época invierno-ecoldgico 5uL; 2: C. toxicofera época verano-ecolégico 5 uL 3: Tetandrina 5 L
1.1: C. toxicofera época invierno-ecolégico 10 uL; 2.1: C. toxicofera época verano-ecoldgico 10 pL

3.1: Tetandrina 10 pL

1.2: C. toxicofera época invierno-ecolégico 15 uL;2.2: C. toxicofera época verano-ecoldgico 15 pL

3.2: Tetandrina 15 pL

Fase movil: Metanol (4)-Tolueno (0.5)-Acetato de etilo (9)-Dietilamina (0.5)

Muestras: 20mg/mL en metanol A: Revelador: Dragendorff para CCD B: Observacion a 365 nm.



11z Contribucion a la estandarizacion de un extracto de plantas con
antecedentes etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio de
evaluacidn fitoquimica y actividad biolégica.

Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo diodos
(CLAE-DAD)

Los extractos etandlicos obtenidos de lianas de C. toxicofera se analizaron empleando
CLAE-DAD a dos longitudes de onda 210 y 280 nm. Estas longitudes de onda se
escogieron, ya que los alcaloides BBIQS presentan maximos de absorcién entre 210-225
y a 280 nm (Guha et al., 1979). Se emplearon las mismas condiciones cromatograficas por
CLAE-DAD, utilizadas para obtener los perfiles de extractos etandlicos de C. foxicofera.
En la Tabla 4-7, se listan los Tr para los 13 picos con mayor intensidad para evaluar el
efecto época de colecta del extracto etandlico de C. toxicofera, en los perfiles obtenidos a

las dos longitudes de onda.

Los resultados permitieron establecer que el pico 6 (P6) de Tr=16.5 min empleando la
longitud de onda 210 y 280 nm, se presenta en el extracto etandlico correspondiente al
invierno ecoldgico y esta ausente la época de verano ecologico. Ademas, los picos 12 y
13 a una longitud de onda de 280 nm que se presentan en el extracto etandlico en verano
ecologico estan ausentes en invierno ecolégico, esto puede estar asociado a compuestos
de mediana polaridad con mayores sistemas de conjugacién. Los picos restantes se
conservan en el extracto etandlico de C. foxicofera, colectada en las dos épocas del aino
(Tabla 4-7 y Figura 4-5). Es importante mencionar que la evaluacién de cada pico por UV
permitié establecer que los espectros de los picos P2 a P11 presentaron absorciones a

210 y 280 nm caracteristicas para alcaloides BBIQS (Anexo H).

Tabla 4-7:Tiempo de retencion y porcentaje de area del extracto etandlico de C. foxicofera

en diferente época de colecta.

Longitud | Epoca Tiempo de retencion/Area (%)

de onda de  'pq [pP2[P3 |[P4 |P5 |P6 |P7 |P8 |P9 |P10 | P11 | P12 | P13

(nm) Colecta

210 Epoca | 1.4 |99 | 155|157 | 160 | * | 169 | 175 | 17.8 | 18.4 | 23.3 | 23.9 | 24.7
seca 180 18| 48 | 21 | 80 53 | 14 | 17 | 27 |575| 22 | 1.9

210 Epoca | 1.4 | 9.9 | 153 | 15.7 | 16.0 | 165 | 16.9 | 175 | 17.9 | 18.4 | 23.3 | 23.9 | 245
lluviosa | 22513 | 10 | 3.0 | 40 | 15 | 30 | 11 | 10 | 1.0 | 40 | 1.2 | 07

280 Epoca | 15 | 9.9 | 152 | 155 | 16.0 | * | 16.9 | 175 | 17.9 | 18.4 | 23.3 | 24.0 | 24.7
seca 63 | 40| 2.0 | 39 | 3.0 34 101 | 11 | 44 | 168 | 4.0 | 3.0

280 Epoca | 1.5 | 9.9 | 152 | 157 | 16.0 | 165 | 169 | 175 | 17.9 | 184 | 235 | * *
luviosa | 37 |24 | 13 | 25 | 26 | 08 | 23 | 1.9 | 18 | 40 | 274

* No detectado




Figura 4-5: Perfiles cromatograficos por CLAE-DAD del extracto etandlico de lianas de
C. toxicofera colectada en diferente época del afio. A=210 nm.
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El pico de mayor intensidad, que eluy6 a tiempo de retencion de 1.4 min, no presento el
espectro UV caracteristicos para los alcaloides BBIQS (Figura 4-5). Las similitudes entre
los perfiles por CLAE para los extractos obtenidos a partir de material vegetal colectado en
época de verano e invierno ecolégico, (Figura 4-5) concuerdan con lo encontrado en CCD
(Figura 4-4).

El pico (P2) de Tr= 9.9 min que aparece en la regién de mayor polaridad del cromatograma
puede corresponder a los alcaloides con R¢=0.1 en CCD (grupo A). Los picos (P5-P10) de
Tr= 16.0-18.4 min son alcaloides de polaridad intermedia, que presentan una mayor
absorcion en CLAE-DAD, estos alcaloides son comparables con lo observado por CCD a
Rf=0.3 (grupo B). Los picos (P11-P13) que aparecen en la region del cromatograma con
Tr=23.3-24.7 corresponden a los alcaloides de menor polaridad pudiendo asociarse en el

perfil por CCD con las manchas con R¢=0.5 (grupo C).

Algunos estudios reportan la importancia de establecer la incidencia de la fitofenologia en
la época de colecta. Para Hydrastis canadensis L., planta que presenta alcaloides BBIQS
como berberina, hydrastina y canadina, se recomienda hacer su colecta a fines del verano
o del invierno ya que en esta época en plantas cultivadas de cinco afios se aprecio los
mayores rendimientos y contenidos de alcaloides (Douglas et al., 2010; Zuiderveen et al.,
2021). Oftra investigacién en la que se estudia el efecto de época de colecta sobre la
concentracion de metabolitos secundarios como alcaloides empleé las hojas de
Catharanthus roseus, que presenta alcaloides inddlicos, vinblastina y vincristina, el
contenido de estos alcaloides es mayor en época de verano en el mes de junio y disminuye

en los otros meses en el ano especialmente en invierno y primavera (Mall et al., 2019).

El estudio cromatografico por CLAE para el extracto etandlico de C. toxicofera, colectada
en las dos épocas del ano permite establecer que a longitud de onda de 210 y 280 la
cantidad de sefiales y sus intensidades de absorbancia son semejantes, estos resultados
muestran concordancia con los datos observados por CCD que indican la presencia de

alcaloides BBIQS con diferente polaridad.



Anadlisis de actividad antiplasmodial de los extractos etandlicos de C. toxicofera

colectada en diferente época del ano.

Los resultados de la actividad antiplasmodial de los extractos etandlicos de C. toxicofera
obtenidos a partir de material vegetal colectado en época de invierno y verano ecolégicos

se observan en la Tabla 4-8.

Tabla 4-8: Actividad antiplasmodial de los extractos etandlicos de lianas de C.toxicofera
colectadas en diferente época del afio.

Muestra: Actividad Clasificacion
Extracto etandlico C. Antiplasmodial RITAM
] toxicofera Clso (ug/mL)
Epoca lluviosa (Invierno ecoldgico) ,, Bueno a moderado
7.0 £5.37 (Clso= 1.1 10 pg/mL)
Epoca seca (Verano ecoldgico) 8.65% Bueno a moderado
' (Clso= 1.1 -10 pg/mL)

* Datos de dos experimentos independientes; **Dato de un experimento independiente

Estos resultados permitieron establecer que la actividad antiplasmodial no se ve afectada
por la época de colecta, lo cual era de esperarse ya que los perfiles cromatograficos por
CCD y CLAE fueron semejantes, lo que sugiere que los compuestos del tipo alcaloide
BBIQS, que estan asociados a la actividad antiplasmodial, estan presentes en las dos

épocas de colecta y conservan su contenido en la muestra evaluada.

En otras investigaciones se reportan variaciones en la actividad asociada a colectas en
diferentes meses del afo. Como ejemplo de ello esta el caso de Cyrtanthus contractus,
especie para la cual se evidencid que el extracto etandlico obtenido de los bulbos
colectados en los diferentes meses del afio, mostré buena actividad antibateriana en los
meses de mayo y julio, resultado asociado con el alto contenido de alcaloides. Ademas, se
evaluo la propiedad citotdxica de los extractos etandlicos mes a mes y se concluyo que los
extractos correspondientes a las colectas de junio y noviembre evidenciaron el menor
contenido de alcaloides y fueron los menos téxicos frente a todas las lineas de cancer

evaluadas (Ncube et al., 2015).

Los resultados obtenidos en esta investigacion con el extracto etandlico de lianas de
C.toxicofera colectadas en época seca y lluviosa, permiten proponer que la época de
colecta no afecta la actividad antimalarica, porque la composicion en cuanto a los
metabolitos secundarios, alcaloides BBIQS, posiblemente responsables de la actividad

antimalarica, es similar.
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4.3 FRACCIONAMIENTO ACIDO-BASE DEL EXTRACTO
ETANOLICO C. toxicofera

El extracto etandlico de C. toxicofera se fracciond mediante el método acido-base,
orientado a separar alcaloides. Inicialmente se observa una mezcla compleja de alcaloides
en el EtOHCt, que de acuerdo con la CCD (Figura 4-6), incluye tres grupos de alcaloides
de diferentes polaridades: unos de alta polaridad, otros de mediana y finalmente un grupo

de menor polaridad.

En el fraccionamiento se emplea una solucién de HCI 0.1N, con lo cual se espera que los
alcaloides alcancen su forma de sal y sean solubles en medio acuoso (FrAcA), sin
embargo, los alcaloides BBIQS, aunque poseen nitrégeno como amina terciaria, tienen
varios hidroxilos fendlicos, por lo que estos alcaloides se pueden presentar en el extracto
etandlico como fendxidos. En medio acido, las mayoria de las aminas alcanzan la forma
de sal del alcaloide, pero segun su pKa algunos alcaloides se mantiene como fenéxido y
otros como fenol, por lo cual estos compuestos se dividen entre la fraccién acuosa y la
fraccion en solventes organicos como el diclorometano (Galindo, 1983). En el
fraccionamiento acido — base del extracto estandlico de C. toxicofera, los alcaloides se
dividieron entre las fracciones FrDCM1, FrDCM2 y FrAcB.

La fraccion FrDCM1, con peso de 0.712 g (7.1% p/p), mostré por analisis cromatografico
en CCD (Figura 4-6) una mezcla de alcaloides de mediana polaridad, con relacion a los
grupos observados en el extracto etandlico que presentaron manchas de color naranja
intenso al ser derivatizadas con reactivo de Dragendorff. La fraccion FrDCM2 present6 un
peso de 1.18 g (11.8% p/p). En esta fraccidén se aprecian tres grupos de alcaloides: de alta,
mediana y baja polaridad (Figura 4-6). Finalmente, la FrAcB con peso de 7.97 g (79.8%
p/p), fue la de mayor rendimiento. Como se esperaba, el grupo de alcaloides de esta
fraccién fueron los mas polares (Figura 4-6). Es importante reportar que en el

fraccionamiento se recuperé 98.6% p/p de la muestra.

En las CCD se empled el extracto de Yage como patron para confirmar la aparicion de la
coloracion naranja en las condiciones de derivatizacién utilizada. En cuando la tetrandrina
se empled con el objetivo de observar el comportamiento colorimétrico y desplazamiento

en la placa a partir de su estructura como alcaloide BBIQ.



Figura 4-6: Perfiles cromatograficos por CCD del extracto etandlico de Curarea toxicofera

y de las fracciones obtenidas por separacion acido-base.

Frente de solvente —— 1= FrDCM 1
2=FrDCM 2
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4.3.1 Caracterizaciéon fitoquimica por CCD, CLAE-DAD vy

CLUE-DAD de los extractos y fracciones C. toxicofera

Para adelantar la caracterizacion fitoquimica por CCD, CLAE y CLUE-DAD se partio de las
condiciones reportadas en la literatura, las cuales fueron modificadas has obtener
adecuados sistemas de elucion para establecer los perfiles cromatograficos. Estas

condiciones se describen en el numeral 3.3.5.

El extracto etandlico y todas las fracciones alcaloides obtenidas de C. toxicofera, fueron
evaluadas mediante CCD, utilizando el revelador Dragendorff mostrando manchas
anaranjadas intensas y visibles para CCD (Figura 4-6), este revelador ha sido utilizado en
otras investigaciones en la deteccion de alcaloides BBIQS (Garcia et al., 2015). Para el
extracto etandlico de C. toxicofera se observan grupos de alcaloides de alta a mediana
polaridad con R=0.10, 0.30, 0.40, 0.45 y 0.50. La fraccion organica FrDCM 1 present6 dos
grupos de alcaloides de mediana polaridad de R=0.45 y 0.50. Para la fraccion FrDCM 2
se observan tres grupos de alcaloides principalmente de R~=0.30, 0.45y 0.50 En la fraccién
acuosa basica residual (FrAcB) se evidencio principalmente un grupo de alcaloides polares
con R=0.10. Esta fraccion presentdé la menor cantidad de grupos de alcaloides BBIQS
(Figura 4-6). Se empleo6 un extracto de Yagé con el objetivo de realizar un control de la

coloracion en CCD ya que este el extracto presenta alcaloides con nitrégeno heterociclico
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como harmalina y harmina. El alcaloide tetrandrina es un alcaloide BBIQ, con el cual se

puede estimar la coloracién y el desplazamiento en la placa de CCD.

Los perfiles cromatograficos por CLAE-DAD para el extracto etandlico y fracciones
alcaloidales de C. toxicofera se presentan en la Figura 4-7. Para su analisis fueron tenidos
en cuenta los tiempos de retencion, la absorcion a las longitudes de onda trabajadas (220,
254 y 280 nm) y los espectros UV con absorcion de 210-220 y 280 caracteristicas de
alcaloides BBIQS (Omole et al., 2014; Garcia et al., 2015), ademas de los resultados

obtenidos en el analisis fitoquimico preliminar.

En los perfiles cromatograficos por CLAE-DAD del EtOHCt se observaron dos grupos de
compuestos, principalmente en la regién de alta polaridad, el P1 y P2 con Tr=2.4 min y
Tr=2.7 min respectivamente, de buena absorcién a 220 nm (Figura 4-7A). Estos picos
coinciden con las manchas observadas en CCD para alcaloides polares de Rf= 0.1 (Figura
4-6). En la regién de mediana polaridad se evidencio el P3 de base ancha de Tr=7.5 min,
(Figura 4-7A), el cual puede corresponder a un grupo de alcaloides de tiempo de retencion
cercanos que hacen que se solapen entre si, asi como a los compuestos de manchas
naranja de Rf= 0.30, 0.40 y 0.50.

Para la fraccién FrDCM1 se observaron dos picos con la mayor absorcion, uno de ellos el
P1 en la region polar de Tr = 2.7 min y el P2 en la regién de mediana polaridad Tr = 7.2
min (Figura 4-7B), este ultimo pico puede corresponder a las manchas de Rf= 0.45 y 0.50

en CCD. Esta fraccion es de menor complejidad en comparacion con el extracto.

En la fraccién FrDCM2 se apreciaron principalmente compuestos de alta polaridad con Tr
entre 1.5 y 4.0 min. En la region de media-alta polaridad, se observaron dos picos
importantes por su simetria y absorcion, el P1 con Tr=7.0 min y P2 con Tr=10.0 min
(Figura 4-7C). Estos picos pueden corresponder respectivamente a las manchas de
Rf=0.45y 0.50 en CCD. En esta fraccion se aprecia una mejor separacién de los picos en
la region de mediana polaridad. Los P3 (Tr=15 min) y P4 (Tr=19.4 min) pueden estar

asociados al grupo de compuestos en CCD de Rf=0.5.

La fraccidon FrAcB presentd los picos en la region de mayor polaridad (P1y P2) con Tr=2.4

y 2.7 min, que puede corresponder a los alcaloides BBIQS polares. Este grupo de



alcaloides corresponde a los compuestos en CCD con Rt=0.1. En la region de mediana

polaridad se aprecio el P3 con Tr= 7.9 min (Figura 4-7D).

El espectro UV de los picos seleccionados para el analisis de los cromatogramas en las
regiones de alta y mediana polaridad, en las fracciones evaluadas, corresponden a lo
reportado para los alcaloides BBIQS con una absorcion maxima de 210 a 220 y 280 nm
(Guha et al., 1979).

Este comportamiento en el perfil cromatografico por CLAE-DAD es coincidente a lo
observado en CCD. La presencia de compuestos con tiempos de retencion cercanos se
puede entender a partir de la estructura de los alcaloides BBIQS, ya que se conserva la
estructura fundamental (dos nucleos de bencilisoquinolina unidas por enlaces éter) que
difieren en el patrén de sustituyentes oxigenados (OH, OMe, OCH20), con lo cual se
cambiaria ligeramente el grado de polaridad de los alcaloides BBIQS. Por ejemplo al
comparar dos alcaloides BBISQ, isochondodendrina cuyos sustituyentes en posicion
6=0OMe;7=0H; 11'=0OH y 12"=0OMe Yy ciclianina cuyos sustituyentes son 6=OMe;7= OMe;
11’= OMe y 12"=OMe, lo que hace que ciclianina sea un alacaloide BBISQ menos polar
(Guha et al., 1979; Menachery, 1996; Schiff, 1985).

Los resultados en los perfiles cromatograficos permiten predecir la presencia de alcaloides
de amina secundarios y terciarios, como son los alcaloides reportados para distintas
especies del género Curarea, entre ellos, curina, tubocurarina, coclaurina, lindoldhamina
(Malca Garcia et al., 2015; Menachery, 1996; Ortiz, 2018).

Complementando el estudio cromatografico del extracto etandlico y las fracciones
alcaloidales obtenidas de C.foxicofera, se empleé CLUE-DAD para analizar las fracciones
FrDCM1 (Figura 4-8a) y FrDCM2 (Figura 4-8b) a una longitud de 280 nm, caracteristica de
alcaloides BBIQS y una fase moévil con acido buscando estabilidad de los grupos fendlicos
presentes en los alcaloides BBIQS (Sun et al., 1998). Ademas, se empled a tetrandrina,
alcaloide BBIQ, como patrén de referencia para realizar las comparaciones (Figura 4-8c).
Para la fraccion FrDCM1 se observaron picos de mayor absorcion en la regién polar con

Tr= 2.2 y picos de mediana polaridad con Tr de 4.6 y 8.9 min.
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Figura 4-7: Perfiles cromatograficos por CLAE-DAD del extracto etandlico y fracciones de
Curarea toxicofera. A. EtOHCt; B. FrDCM1 C. FrDCM2; D. FrAcB.
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En cuanto la fraccién FrDCM2 los picos de mayor absorcidn se apreciaron en la region de
mediana polaridad con Tr de 5.0, 5.5, 5.6, 5.7, 6.2 y 9.0 min. En el cromatograma de la
tetrandrina se aprecié un pico de Tr (7.0 min) y su espectro UV (217 y 280), coincide con

lo observado para las fracciones FrDCM1 y FrDCM2.

A pesar que no se obtuvieron los mismos tiempos de retencion en los cromatogramas
CLAE-DAD y CLUE-DAD, ya que las condiciones de analisis no fueron similares, se
conservo el comportamiento en la ubicacion de los alcaloides BBIQS en las regiones de
alta y mediana polaridad (Garcia et al., 2015; Omole et al., 2014; Xian-Kai et al., 1993).
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Figura 4-8: Perfiles cromatograficos por CLUE-DAD para: a. FrDCM 1; b. FrDCM 2 y
c. tetrandrina.
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4.3.2 Evaluacion de la actividad antimalarica in vivo del extracto

primario y fracciones de C. toxicofera

Se realiz6 la evaluacion de la actividad antimalérica del extracto etandlico de C. toxicofera
y las fracciones alcaloidales obtenidas, en el modelo in vivo en ratones, mediante la prueba
supresiva de cuatro dias, frente a Plasmodium berghei cepa ANKA, empleando una dosis
de 400 mg/Kg/dia. Los porcentajes de parasitemia postratamiento (D+4) para EtOHCt,
FrDCM1, FrDCM2 y FrAcB, al igual que el vehiculo (Agua (55)-propilengicol (20)-glicerina

(20)-Tween 5) y el control positivo (difosfato de cloroquina) se observan en Tabla 4-9.

Tabla 4-9: Porcentajes de parasitemia ensayo in vivo Test de Peters, cepa P. berghei
ANKA.

Muestra Actividad antimalarica in vivo
(Extractos/Fracciones) (400 mg/kg/dia) porcentaje de
parasitemia
Media = DE
Extracto etandlico 38.0+3.0
EtOHCt
Fraccioén alcaloidal 31.0+£9.0
(FrDCM1)
Fraccioén alcaloidal 34.0+£5.0
(FrDCM2)
Fraccidon acuosa basica 39.0+£3.0
(FrAcB)
Difosfato de cloroquina 20.0+7.0
Vehiculo 42.0+5.0

DE: desviacion estandar; n=5

Para realizar un analisis comparativo de los diferentes tratamientos en los ensayos in vivo,
se evaluo la normalidad de los datos, mediante la prueba de Shapiro-Wilk (se acepta la
hipétesis Ho: residuos son normales), ademas en la prueba grafica Q-Q plot, se observo
que los residuales presentan un comportamiento lineal. Con estos dos parametros

estadisticos se acepta el supuesto de la normalidad de los datos (Anexo I).

Seguidamente se realizé un analisis de varianza ANOVA (Anexo ), que permitio establecer
que existen diferencias estadisticamente significativas, en al menos un tratamiento con

una significancia de (p <0.05).

Posteriormente, se realizé una prueba de comparaciones multiples entre extracto etandlico

y fracciones alcaloides, no se mostré una diferencia estadisticamente significativa (prueba
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de Tukey (p >0.05). Los tratamientos FrDCM1 y FrDCM2 son los que presentan un
comportamiento mas cercano a cloroquina y entre ellos no se presenta diferencia
estadisticamente significativa. Al comparar los tratamientos y la cloroquina se presenta

diferencia estadisticamente significativa (Figura 4-9).

Figura 4-9: Diagrama de cajas para los porcentajes de inhibicion de la parasitemia por
tratamiento, ensayo in vivo, Test de Peters. cepa P. berghei ANKA. 1=Cloroquina;
2=EtOHCt; 3=FrDCM1; 4=FrDCM2; 5=FrAcB

Parasitemia

Vehiculo Cloroquina EtOHCt FrDCMA1 FrAcB FrDCM2
Tratamientos

La similitud en la actividad antimalarica in vivo de los tratamientos (extracto primario y
fracciones de alcaloides) puede estar asociada a la semejanza quimica observada en los
perfiles cromatograficos para alcaloides, en los que se observaron un grupo de
compuestos de mediana polaridad con valores de R; =0.4 y 0.5 en CCD vy los picos en
CLAE-DAD de Tr entre 7.0-7.2 min (Figura 4-6 y 4-7).

La actividad in vivo, para el extracto etandlico (EtOHCt) y las fracciones (FrDCM1,
FrDCM2, FrAcB) obtenidas de C. toxicofera, puede estar asociada con la presencia de
alcaloides BBIQS reportados para esta especie ((-) - curina, (+) - isochondodendrina (-) -
toxicoferina y (-) -tubocurina) (Garcia et al., 2015; Menachery, 1996). Como es reportado
en la literatura los alcaloides BBIQS presentan actividad antimalarica (Mambu et al., 2000;
Otshudi et al., 2005).



Este resultado coincide con lo reportado para el remedio tradicional de la comunidad
indigena Ziora Amena -Amazonas Colombia, evaluado con el mismo método in vivo, el
cual presentd una dosis efectiva 50 (DEsy) de 328.6 ug/mL. El remedio tradicional de la
comunidad indigena “indigena Ziora Amena” contiene lianas de C. foxicofera y se utiliza

en el tratamiento de la malaria (Rodriguez et al., 2018).

Ademas, el resultado obtenido en esta investigacion es comparable al reportado en
distintos trabajos en los cuales se evaluan extractos primarios, fracciones alcaloidales o
compuestos en modelos farmacolégicos in vitro e in vivo para malaria, en los cuales se
utilizan diferentes plantas de la familia Menispermaceae entre ellas C. toxicofera(Hata,
2005; Cardenas Cuadros, 2011; Rodriguez et al., 2018; Hernandez-Carvajal et al., 2022).
Estas especies se encuentran en Sur América, incluida la Amazonia Colombiana y otros
lugares en la region tropical. En estas especies vegetales se han identificado alcaloides
bisbencilisoquinolinicos que muestran efectos antimalaricos, los cuales han sido evaluados
frente a cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina, uno de ellos es la
tetrandrina presente en las raices de Stephania tetfrandra utilizada en la medicina
tradicional china (Weber & Opatz, 2019).

Entre los estudios en los cuales se reporta la actividad antimalarica de alcaloides BBIQS
obtenidos de extractos primarios o fracciones alcaloidales se encuentra el estudio de la
fraccién alcaloidal de la corteza del tallo de Isolona guessquiereina, de la cual se aislaron
los alcaloides BBIQS curina e isocondodendrina, que mostraron buena actividad
antimalarica in vivo mediante la prueba supresiva de cuatro dias usando a P. yoelii N67
empleando una dosis de 10 mg/kg su porcentaje en la inhibicién de la parasitemia fue de
51.1 £17.2 . De las hojas de Stephania abyssinica se obtuvo una fraccién en diclorometano
de la cual se aislaron dos alcaloides BBIQS pseudocurina y pseudoisocurina, los cuales
presentaron actividad antiplasmodial frente a las cepas P. falciparum D6 (CQ-suceptible)
y W2 (CQ-resistente), empleando como método para evaluar la densidad parasitaria la
incorporacion de hipoxantina, con Clsp entre 0.29-10.25 (ug/mL). A partir de la fraccién
alcalina de raices de Epinetrum villosum se aislaron varios alcaloides BBIQS con actividad
antiplasmodial frente a P. falciparum (FcB1-Colombia, cepa resistente a la cloroquina),
cicleanina: Clsp = 2.841.6 pjg/mL, ciclenina N-6xido Clsy = 8.6+2.2 pug/mL,
isochondodendrina: Clsp = 0.10£0.01 pg/mL, cocsolina: Clso = 0.30£0.02 pg/mL. Para el
extracto acuoso se reporta una Clsp = 0.20 pg/mL.(Mambu et al., 2000; Omole et al., 2014;
Otshudi et al., 2005).
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En esta investigacion se avanza en evaluar la actividad antimalarica in vivo de fracciones
alcaloidales menos complejas que el extracto. Este resultado soporta continuar con los
estudios fitoquimicos y de actividad antimalarica, en busqueda de fracciones menos

complejas que las fracciones iniciales o alcaloides BBIQS de mejor actividad.
Seleccién de la fraccién a purificar

En el presente trabajo se estimaron tres criterios para elegir una de las fracciones activas
y continuar el proceso de purificacién por cromatografia en columna: 1. bioactividad; 2.
perfil cromatografico de CCD y CLAE-DAD y 3. masa de la fraccién. Partiendo de la
informacion obtenida en la cual el extracto etandlico y las fracciones (FrDCM1, FrDCM2 y
FrAcB) evaluadas no presentaron diferencia estadisticamente significativa en cuanto la
actividad antimalarica, el criterio fundamental para continuar con un fraccionamiento
biodirigido fue el niumero dos, por lo tanto se decidié escoger la fraccion alcaloidal FrDCM2,
ya que ésta presenta un perfil cromatografico por CCD y CLAE-DAD en el cual se observa
una mejor separacion de los picos en la regién de mediana polaridad con Tr=7.0 y 12.5
min, con buena absorcidn; para estos picos el UV es caracteristico para alcaloides BBIQS
(Figura 4-7C), ademas en el fraccionamiento acido-base del extracto el rendimiento fue el

segundo mas alto para esta fraccion.

4.3.3 Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico y las

fracciones alcaloidales de C. toxicofera

En el estudio con plantas medicinales es necesario evaluar la actividad farmacolégica
y toxicoldgica. La toxicidad aguda puede ser evaluada por el método alternativo de
clases de toxicidad aguda por via oral, de acuerdo con la guia No. 423 de la OECD, el cual
previene el uso indiscriminado de animales de experimentaciéon cumpliendo con el principio
de las tres R (reduccién, refinamiento y reemplazo). A pesar de que esta guia se utiliza en
la evaluacion de sustancias puras, distintas investigacion con extractos etandlicos y
fracciones primarias obtenidas de plantas medicinales emplean este método ya que
cumple con el buen uso del animal de experimentacion, se puede estimar el nivel de
toxicidad y evaluar las caracteristicas de toxicidad por via oral (Torres-Rodriguez et al.,
2016; Paixao et al., 2017)



Para el desarrollo de la evaluacion de toxicidad aguda en roedores se siguid el protocolo
establecido en la guia de OECD vy la informacion obtenida permitioé analizar los resultados
de: mortalidad, variacion de peso, evaluacion del comportamiento, necropsia y estudio

histopatoldgico.

Mortalidad

En la evaluacion de la toxicidad aguda se determind cuantos animales murieron durante el
estudio debido a los efectos toxicos de las sustancias presentes en el extracto etandlico
total (EtOHCt) y fracciones alcaloidales de C. toxicofera (FrDCM1 y FrDCM2). Esta
informacion permitio clasificar las sustancias segun el Globally Harmonized System (GHS)

y determinar el punto de corte de dosis letal 50 (DLso). Ver Tabla 4-10.

Tabla 4-10:Resultados de mortalidad y clasificacion toxicoldgica de EtOHCt, FrDCM1 y
FrDCM2.

Extracto/Fraccion Dosis Animales Categoria | Corte DLs Anexo
(mg/Kg) | Muertos | Totales | (GHS) (mg/Kg)

EtOHCt 2000 2 3 Categoria 1000 G73

300 0 6 4
FrDCM1 300 1 6 Categoria | 5000 o no G72

2000 0 6 50no clasificado
clasificado

FrDCM2 300 2 Categoria 300 G72

50 0 6 3

Para el extracto etandlico se empled inicialmente una dosis de 2000 mg/Kg, siguiendo la
guia, esta dosis fue administrada a tres animales. Como resultado, dos de los tres ratones
administrados murieron. Por lo cual, segun el protocolo, el siguiente grupo de animales fue
administrado con la dosis inferior, de 300 mg/Kg (Anexo F). Inicialmente se administraron
tres animales, no se observd mortalidad en ninguno de ellos, razén por la cual se completé
el grupo de seis animales, con la administracién de otros tres individuos, con la misma
dosis (300 mg/Kg); como resultado ningun individuo (0 de 6) presenté mortalidad con esta

dosis. Esto permite ubicar el EtOHCt en categoria cuatro, lo que equivale a una DLsy de
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corte de 1000 mg/Kg, segun la guia OECD 423, es decir a esta concentracion no hay

mortalidad.

Para la FrDCM1, se emple6 una dosis inicial de 300 mg/kg, se administraron tres animales
y éstos sobrevivieron (Anexo F). Por tal razén se administraron tres animales mas y como
no hubo mortalidad, se procedié a administrar tres animales con la dosis superior siguiente,
es decir 2000 mg/kg. En este caso no se observé mortalidad, por lo que se administraron
tres animales mas para completar el experimento. Finalmente, en los seis animales
administrados con una dosis de 300 mg/Kg de FrDCM1 no hubo mortalidad. Por lo anterior,
la FrDCM1 se ubica, segun la guia OECD 423, en la categoria 5 o no clasificado, con una
DLso de corte de 5000 mg/kg.

Para la fraccion FrDCM 2, se partié de la dosis de 300 mg/kg, la cual fue administrada a
tres animales (Anexo F). Sin embargo, dos de los tres ratones administrados presentaron
mortalidad. Segun el Anexo F, se procedi6é a administrar un nuevo grupo de animales con
la dosis inferior siguiente, es decir 50 mg/Kg. No hubo mortalidad, por lo que se completd
el grupo (seis animales), administrando tres animales adicionales, donde tampoco se
presentd muerte. Por lo anterior, la fraccion FrDCM 2 se ubico en categoria 3, con una
DLso de corte de 300 mg/Kg, segun la guia OECD 423.

Una vez que, en los ensayos de actividad antimalarica, se administraron dosis de 400
mg/kg, sin observar la muerte de los animales, se realizd un ensayo de toxicidad adicional
empleando la dosis de 400 mg/kg, la cual se administré a tres animales, de los cuales
ninguno murid. Este ensayo permitiéo confirmar que a la dosis empleada en el ensayo de
actividad antimalarica (400 mg/kg), los animales no experimentan muerte por toxicidad de

la fraccion FrDCM 2 y que esta fraccién presenta una DLso entre 400 mg/kg y 2000 mg/kg.

La fraccion FrDCM1 fue la menos tdxica (categoria 5), seguida del EtOHCt (categoria 4) y
la mas téxica fue FrDCM2 (categoria 3). Sin embargo, es de tener en cuenta que la guia
OECD 423 tiene 6 categorias para clasificar las substancias segun su toxicidad. El extracto
y fracciones de C. toxicofera fueron ubicadas en las 3 categorias menos toxicas. Los
hallazgos de esta investigacién confirman la baja toxicidad de la planta por via oral, lo cual

estaba ya respaldado por el uso etnofarmacoldgico que se le ha dado y a su vez aporta



informacion sobre la seguridad del uso de la planta para la comunidad indigena Ziora

Amena -Amazonas Colombia.

En relacion con la diferencia, en toxicidad, entre las fracciones y el extracto; la fraccion
FrDCM 2 se ubicé en una categoria mas téxica en relacién con EtOHCt y FrDCM 1,
posiblemente debido al tipo de alcaloide BBIQ que pueda estar presente en las fracciones

y extracto y a la concentracion de estas sustancias en las mismas.

Al realizar la comparacion de los perfiles cromatograficos por CCD y CLAE-DAD, entre las
fracciones FrDCM 1 y FrDCM 2, se aprecié que la fraccion FrDCM 2 es mas compleja
(Figura 4-6 y Figura 4-7). Empleando CCD se observé una mancha naranja intensa de
R=0.6 ausente en la fraccion FrDCM 1. En el cromatograma por CLAE-DAD, para la
fracciéon FrDCM 2 se observaron picos de Tr=10, 16, 19 min, los cuales presentaron
espectros UV con picos de absorcion caracteristicos de alcaloides BBIQS., estos picos no
se registran en la fraccion FrDCM 1. Estas sustancias ausentes en la fraccion FrDCM1 con
baja absorcion al ultravioleta (Tr= 16, 19.5 min) pueden estar asociado a la toxicidad de la
fraccion FrDCM 2.

Se ha reportado la toxicidad de diferentes alcaloides BBIQS como curina y tetrandrina que
han sido encontrados en distintas especies de la familia Menispermaceae (Gong et al.,
2017; Zhang et al., 2021).

La fraccion FrDCM 1 presentd la menor toxicidad. El resultado obtenido que corresponde
a DLso=5000 mg/kg, indica que es aproximadamente 7.7 veces menos toxico que la
tetrandrina cuya DLsp = 646 mg/kg y segun la clasificacion utilizada por la OECD es
moderadamente téxica. Este resultado es promisorio ya que ubica la fraccién FrDCM 1 en
el rango de dosis segura para continuar en la investigacion basica y posiblemente estudios
clinicos (Zhang et al., 2021).

Finalmente, para el caso del EtOHCt, éste resultado puede estar asociado a la alta
complejidad de los extractos totales, que hace que la concentracién de los alcaloides
BBIQS no sea tan alta y también a que otras sustancias, presentes en el extracto, pueden

contribuir a disminuir la toxicidad (Hernandez Carvajal et al., 2014).
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Ademas de la mortalidad, que permite realmente hacer la clasificacion de la toxicidad, de
las substancias en ensayo; parametros como la evaluacion clinica, la necropsia y la
histopatologia contribuyen a evidenciar potenciales dafios causados por los compuestos

en evaluacién y por tanto, a ahondar en su potencial toxicidad.

Test de Irwin: evaluaciéon comportamental

Como complemento a la evaluacion de los efectos téxicos del extracto y las fracciones de
C. toxicofera se estableci6 el efecto sobre el sistema nervioso mediante el test de Irwin
(Test Hipocrativo) en un ensayo de 15 dias de duracion del ensayo. En el caso del extracto
etandlico, cuando se administraron dosis de 2000 mg/kg, se observaron signos de ataxia
y temblores durante los primeros 30 minutos luego de la administracion. Sin embargo, en
la dosis de 300 mg/kg estas manifestaciones no se presentaron. Con esta ultima dosis se
evidencié que los animales tenian un patrén de actividad motora normal, no se observé
paralisis, su reaccion de alarma fue buena, conservaban el reflejo de enderezamiento y
actividad prensil. Se pudo observar piloereccién y algunos comportamientos asociados a
hiperactividad. Sin embargo, al transcurrir 2 horas de la administracién, los efectos ya no

se presentaban.

En el caso de la fraccién FrDCM 1, la actividad motora no se vio afectada evidentemente;
se presentd piloereccion y vocalizaciones espontaneas en los primeros 30 minutos, luego
de la administracion. A la hora los animales presentaban un patréon de hiperactividad
(caminaban mas rapido) con algunos movimientos involuntarios, signos que pueden ser
asociados con la excitacion del sistema nervioso central. Sin embargo, los animales
tratados no mostraron anormalidades en su comportamiento, en el estado fisico o
afecciones gastrointestinales, ni diarrea y ni vdmito. No se presentaron diferencias en las

manifestaciones clinicas de los animales en los diferentes niveles de dosis evaluadas.

En los animales administrados, con la fraccion FrDCM 2, se observé una disminucion de
la actividad motora y ptosis palpebral en la primera hora posterior a la administracion. Estos
signos se evidenciaron en la mayoria de los animales dosificados con esta fraccion.

Pasado este tiempo (30 min) se evidencié que persistia la ptosis palpebral. Sin embargo,



no perdié el reflejo de enderezamiento, ni tampoco se vio afectada la actividad prensil,

también conservaba la reaccién de alarma y su comportamiento natural.

En todos los casos, la sintomatologia presentada tuvo un tiempo de duracion de
aproximadamente 2 horas, siendo la primera hora en la cual los signos fueron mas
acentuados. En los dias posteriores a la administracion, los animales presentaban un

comportamiento similar al blanco.

Variacién de peso

El peso corporal fue empleado como un indicador dentro de la valoracion toxicoldgica
aguda del extracto etandlico y las fracciones alcaloidales. Se realizé un registro de cada
animal para finalmente realizar una comparacién con el individuo control (vehiculo). En la
Tabla 4-11 se realizd un registro del promedio de los pesos de cada animal durante el
periodo de los 14 dias, con el objetivo de realizar una comparacion entre los tratamientos
(Paixao et al., 2017).

Inicialmente la prueba de comparacion para el extracto etandlico a 300 mg/Kg arrojoé un
p-valor inferior a cualquier nivel de significancia, por lo cual se rechaza la hipétesis de
igualdad de medias y se concluye que el peso promedio de los ratones es diferente entre

el grupo control y el grupo tratado con extracto etandlico a 300 mg/Kg (Figura 4-10).

En el analisis para las fracciones evaluadas: FrDCM1 a 300 mg/Kg y FrDCM2 a 50 mg/Kg
con relacién a su control, los resultados de cada prueba de comparacion sugieren que
dado que los p-valor calculados son inferiores a cualquier nivel de significancia, se rechaza
la hipotesis de igualdad de medias y se concluye que el peso promedio de los ratones es
diferente entre el grupo control y los tratamientos FrDCM1 300 mg/Kg, FrDCM1 2000
mg/Kg y FrDCM2 a 50 mg/Kg (Figura 4-11).
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Tabla 4-11: Relacion del peso promedio de: EtOHCt, FrDCM 1 y FrDCM 2 a las dosis
evaluadas y sus vehiculos.

Extracto/ Dosis Dia1 |Dia3 |Dia5 |Dia7 |Dia9 |Dia11 | Dia13
Fraccion/ (mg/Kg)
Vehiculo
Vehiculo - X |28.6 28.5 28.45 | 28.95 |29.6 |30.4 30.55
EtOHCt D.E |0.57 0.0 0.78 0.78 0.57 [0.14 0.07
300 x |3265 |32.2 32.3 31.9 32.2 |32.35 |32.62
3
D.E | 0.99 0.90 1.13 0.67 0.57 |0.66 0.57
Vehiculo - X 2855 |28.35 |28.3 28.0 28.5 |29.05 |29.35
FrDCM 1 5
D.E | 0.07 0.21 0.85 0.57 1.48 |1.20 1.34
FrDCM 1 300 x 3273 |33.60 |33.68 |34.70 | 34.6 |34.05 |34.33
7
D.E | 0.84 1.41 2.22 0.82 0.50 |[1.54 1.54
2000 x |31.70 | 3148 |30.95 |31.03 |31.1 | 315 31.9
3
D.E | 0.91 0.79 0.79 0.64 0.35 |0.17 0.20
Vehiculo - x | 317 29.9 255 27.75 | 28.8 |29.3 29.85
FrDCM 2 5
D.E | 2.83 2.40 4.24 1.77 2.33 [2.69 2.62
50 x 3357 | 3143 |32.30 |32.18 |33.2 |33.02 | 33.36
0
D.E | 2.86 1.39 2.21 1.56 2.20 | 2.09 1.88

Figura 4-10: Ganancia de peso corporal de ratones ICR hembras, que fueron dosificados
con el extracto etandlico de Curarea toxicofera (300 mg/Kg via oral) administrados en dosis

unica y su control (vehiculo).

Peso (gr)

Tratamiento

-®- Etanolico_300
-A- vehiculo




Figura 4-11:Ganancia de peso corporal de ratones ICR hembras, que fueron dosificados

con: FrDCM1 300 mg/Kg (a), FrDCM1 2000 mg/Kg (b) y FrDCM2 a 50 mg/Kg (c),
administrados en dosis unica y su control (vehiculo).
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A pesar de que el promedio de pesos de los animales de experimentacion entre el grupo
control y los tratamientos (extracto etandlico a 300 mg/Kg, FrDCM1 300 mg/Kg, FrDCM1
2000 mg/Kg y FrDCM2 a 50 mg/Kg) es diferente (ya que existe una diferencia significativa
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entre los tratamientos y el control), se observa que los ratones expuestos a los tratamientos
en las dosis evaluadas en el transcurso del experimento conservaron su peso entre 31y

33 gramos, sin pérdida de peso considerable.

En cuanto al tratamiento control para el extracto etandlico a 300 mg/Kg los animales de
experimentacion entre el dia uno a cinco conservaron un peso estable el cual a partir del
dia siete aumenté hasta valores por encima de 30 gramos. Para el control de los
tratamientos FrDCM1 300 mg/Kg, FrDCM1 2000 mg/Kg y FrDCM2 a 50 mg/Kg se observé
una pérdida de peso de los animales entre el dia uno al dia cinco que posiblemente puede
estar asociados a que el animal fue sometido a una situacion de estrés por la
administracion o sufrid algun dafo fisiolégico reversible, no evidente derivado de la
administracion, ya que a partir del dia 7 al 13 se observa una ganancia de peso entre 29 y
30 gramos. Este comportamiento es semejante al reportado en el ensayo de toxicidad
aguda para extracto etandlico de Tephrosia vogelii Hook (kalembe) en el cual los animales
recuperan peso entre el dia 7 a 14 (Paixao et al., 2017).Lo anterior permite establecer que
los tratamientos evaluados no estan generando alteraciones fisiolégicas ya que los

animales en el trascurso del experimento no presentaron pérdida de peso.

Necropsia

Se realiz6 el sacrificio de los animales empleando el método de dislocacion cervical, debido
a que este no implica la administracion de sustancias que puedan llegar a interferir en los
resultados del estudio histopatoldgico y tampoco causa estrés o sufrimiento en el animal,

al momento de realizar el procedimiento.

En la necropsia se evalué el estado de los 6rganos con el fin de identificar si las sustancias
habian causado dafios macroscopicos observables a simple vista. Los 6rganos que se
evaluaron fueron: pulmones, corazon, estdmago, intestino, higado, rifiones y aparato

reproductor (ovarios y trompas).

De forma general se puede decir que las sustancias evaluadas no causaron dafios a nivel
macroscopico en los dérganos evaluados, en comparacion con el grupo control. Sin

embargo, se encontraron algunas situaciones particulares. En el caso del extracto



etandlico, se encontré que en un individuo presentd un color no uniforme en el bazo. Para
la fraccion FrDCM 1 se encontraron en un animal algunos coagulos en la cavidad toracica
y en el higado. Sin embargo, ninguno de estos hallazgos macroscépicos pudo relacionarse
con dafos histopatoldgicos, por lo que se pueden a tribuir a particularidades de los

animales o al método de sacrificio, particularmente el coagulo de la cavidad toraxica.

Estudio histopatolégico

El estudio histopatoldgico para el extracto etandlico y las fraccién FrDCM 1y FrDCM 2 en
los distintos ensayos realizados se observaron animales con: degeneracién hepatocelular,
mielopoyesis, citomegalia y cariomegalia, hallazgos inespecificos y que no estan
asociados a toxicidad hepatica por la presencia alcaloides BBIQS detectados en el extracto

etandlico y fracciones.

Se ha reportado que la tetrandrina genera afectacién hepatica, cuando se administrada por
via parenteral. En cultivo primario de hepatocitos se han encontrado reportes de proteinas
del tipo caspasas, las cuales intervienen en la transduccién y ejecucion de la senal
apoptotica mitocondrial, este es el mecanismo por el cual se genera el efecto toxico

inducido por tetrandrina (Zhang et al., 2021).

En el estudio realizado a partir de los 6érganos recolectados en la necropsia, las
caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los tejidos, de los 6rganos de los
animales administrados con vehiculo, extracto y fracciones no presentaron alteraciones

significativas que puedan ser atribuidas a las fracciones y extracto administrados.
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4.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ALCALOIDES
BBIQS

4.4.1 Fraccionamiento por columna cromatografica abierta de la
fraccion FrDCM 2

A partir de la informacion mencionada en el numeral 4.3.2 en el cual se consideraron tres
criterios para elegir la fraccion activa (1. bioactividad; 2. perfil cromatografico de CCD y
CLAE-DAD y 3. masa de la fraccién) se escogio la fraccion FrDCM 2 para continuar con la
separacion de constituyentes. Se empleé como fase estacionaria silica gel 60
(230-400 mm). La columna fue eluida con CHCI3, seguido por mezclas de CHCI; -MeOH

finalizando y con MeOH (numeral 3.3.6).

Se obtuvieron en total 85 sub-fracciones las cuales fueron evaluadas por CCD y reveladas
con Dragendorff para placa (Anexo J: A-B). De acuerdo con su semejanza en la
composicion quimica, evidenciada en el perfil cromatografico por CCD las subfracciones

fueron agrupadas en 10 grupos (Figura 4-12).

Figura 4-12: Esquema de fraccionamiento de la fraccion FrDCM 2 por cromatografia en

columna.

Fraccién (FrDCM 2)
200 mq

Columna en silica gel 60 (230-400 mm)
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R=0.2 % R=2.8 % R=5.8 % R=1.5% R=14.3 % R=3.5 % R=11.2 % R=2.3 % R=0.1 % R=0.25 %




Las sub-fracciones analizadas por CLAE-DAD presentaron compuestos de alta y mediana
polaridad, con la mayor absorbancia a 210 nm (Figura 4-13). En las subfracciones
FrDCM 2-1, FrDCM 2-2 y FrDCM 2-3, que se obtuvieron con la mezcla de solventes
CHC I3 (40): MeOH (10), presentan tres picos mayoritarios similares. El primero se registra
en la regidén polar del cromatograma con Tr= 3.5 min, este pico mostré la mayor
absorbancia en las subfracciones FrDCM 2-1, FrDCM 2-2. El segundo pico de Tr=5.8 min
se ubica en la regién de mediana polaridad, se presenta con mayor absorbancia en las
fracciones FrDCM 2-2 y FrDCM 2-3. El tercer pico de menor polaridad se caracterizo por
presentar un tiempo de retenciéon entre 14-1 min, y ser el de menor absorbancia
(Figura 4-13 A, B, C).

Las sub-fracciones FrDCM 2-4 y FrDCM 2-5 fueron obtenidas con la mezcla
CHCI3 (25): MeOH (25). En estas sub-fracciones se presenté un pico mayoritario de
Tr=18.7 min en la regién de menor polaridad. En la fraccién FrDCM 2-5 se observé un pico
mayoritario con Tr=7.8 min, el cual presentd un espectro UV semejante a lo reportado para

alcaloides BBIQS. Ademas, eluye un conjunto de picos con Tr= 2-5 min de baja absorcion.

En cuanto las sub-fracciones FrDCM 2-6, FrDCM 2-7 y FrDCM 2-8 presentaron un pico de
mayor absorbancia con Tr=7.6 min en la regién de mediana polaridad. En estas
sub-fracciones no se observan picos con Tr mayores a 7.5 min. Los picos de Tr entre
1-5 min presentaron baja absorbancia. Para las sub-fracciones FrDCM 2-9 y FrDCM 2-10,
obtenidas empleando MeOH — Hidroxido de amonio (1 mL) pH= 8-9, el pico mayoritario
aparecié con Tr= 11 min, en la region de mediana polaridad. Otros picos entre 2-5 min

presentaron baja absorbancia.
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Figura 4-13: Perfiles cromatograficos por CLAE-DAD de las subfracciones obtenidas a
partir de la fraccion FrDCM 2 a longitud de onda 210 nm. A=FrDCM 2-1; B= FrDCM 2-2;
C= FrDCM 2-3; D= FrDCM 2-4; E= FrDCM 2-5.
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Los espectros UV de los picos mayoritarios mencionados en las diferentes sub-fracciones
son coincidentes con los reportados para alcaloides BBIQS (UV=210-280) (Figura 4-13).
El espectro UV fue obtenido del patrén empleado: tetrandrina (Figura 4-8 c) y confirmado
con datos en la literatura (Guha et al., 1979). Los ensayos fueron realizados bajo las
mismas condiciones cromatograficas, lo que permite la comparacién de los tiempos de

retencion.

La presencia de picos de Tr entre 2-5 min y con absorbancia alta en CLAE-DAD, sugiere
la presencia de sustancias polares, que posiblemente se trata de alcaloides BBIQS con
grupos hidroxilos fendlicos que hacen que estos compuestos presenten una mayor
polaridad, como por ejemplo la berbamina (Guha et al., 1979). Otros picos de Tr entre
11-15 min se observaron en distintas sub-fracciones. Estos compuestos con menor
polaridad pueden estar asociados a la presencia de sustituyentes como O-Me y N-Me que
se presentan en alcaloides BBIQS como por ejemplo isochondodendrina , toxicoferina,
homoaromolina o tubocurarina, alcaloides presentes en C. toxicofera (Sun et al., 1998;
Menachery, 1996).

Tomando en consideracion la masa de cada una de las 10 sub-fracciones obtenidas, la
deteccion de alcaloides por CCD empleando Dragendorff para placa y la presencia de
picos de alta absorbancia con UV semejantes al reportado para alcaloides BBIQS, se

selecciond la fraccion FrDCM 2-5.

En un andlisis posterior de la fraccion FrDCM 2-5 se le realizé un cromatograma por
CLUE-DAD, empleando condiciones diferentes (item 3.3.5). El espectro de absorcion UV
del pico mayoritario (Tr=5.5 min; % area 79.12), permitié establecer las absorciones de 211

y 281 nm, caracteristicas de alcaloides BBIQS (Figura 4-14).

A esta misma fraccion se le realizé un analisis por CLUE-EM-DAD-ESI empleando un
detector UV; las condiciones del analisis se reportan en el numeral 3.3.6. En la Figura
4-15 se registra cromatograma obtenido, en el cual se evidencian dos picos mayoritarios
con Tr=2.60 y 2.84 min. En las Figuras 4-16 Ay B se aprecian los espectros de masas de
los dos picos mayoritarios, para los que se obtuvieron los valores de m/z 595 [M-HJ",

correspondiente a la masa molecular m/z 596 [M+2H]*, propia de los alcaloides BBIQS. Un



ejemplo es curina e isochondodendrina cuya formula molecular es CsgH3sO6sN2
(594.2731 g/mol) (Guha et al., 1979; Menachery, 1996; Schiff, 1985)

Figura 4-14: Cromatograma obtenido de la fraccion FrDCMF 2-5 empleando CLUE-DAD.

Fase movil agua-acido férmico 1%, Longitud de onda 280. Espectro UV pico de Tr=5.4.
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Figura 4-15: Cromatograma obtenido de la fraccion FrDCMF 2-5 empleando
CLUE-DAD-EM. Longitud de onda 280.
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Figura 4-16: Espectro de masas correspondiente a los picos de tiempo de retencién de

2.6 (A)y 2.8 (B).
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4.4.2 Fraccionamiento por cromatografia de columna (ll) de la
fraccién alcaloidal FrDCM 2-5

En el fraccionamiento por columna abierta de la fraccion FrDCM 2-5 se emple6 como fase
estacionaria silica gel 60 (230-400 mm), la columna se eluyé empleando como sistema de
elucion CHCI3-MeOH en gradiente hasta un 100% de metanol (ver tabla 3-4). Se obtuvieron
193 sub-fracciones de 10 mL que fueron reunidas en 5 grupos de sub-fracciones finales
de acuerdo con la similitud en la composicién evaluada por CCD (Figura 4-17). Se obtuvo
una fraccion purificada identificada como FrDCM 2-5-1, la cual presenté la mayor masa
9.8 mg, que corresponde a un 47.3 % de la masa de la FrDCM 2-5 (Figura 4-17). De
acuerdo con su perfil cromatografico se observa una baja complejidad (Figura 4-18). En el
cromatograma CLUE-DAD se observa un pico mayoritario de Tr=5.9 min, con % de area
de 94.6 cuyo espectro UV presentd dos maximos de absorcion (210 y 281 nm)
(Figura 4-18). La absorcion de 281 nm sugiere un sistema conjugado, como es
caracteristico en los alcaloides BBIQS (Guha et al., 1979; Xian-Kai et al., 1993).

La fraccién FrDCM 2-5-1 corresponde a un compuesto mayoritario con area 94.6% que se

denominara de ahora en adelante compuesto A1.

Figura 4-17: Esquema de fraccionamiento de la fraccién FrDCM 2-5 por cromatografia en

columna.

Fracciéon (FrDCM 2-5)
20.7 mg

Columna en silica gel 60 (230-400 mm)

193 sub-fracciones

5 grupos formados
Criterio: seguimiento cromatografico

FrDCM 2-5-1 FrDCM 2-5-2 FrDCM 2-5-3 FrDCM 2-5-4 FrDCM 2-5-5
9.8 mg 4.7 mg 1.1 mg 0.6 mg 4.2 mg
R=47.3.% R=22.7.Y% R=5.3.%. R=2.9 % R=20.3 %
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Figura 4-18: Cromatogramas de la fraccion FrDCMF 2-5-1, empleando CLUE-DAD,
longitud de onda 280 nm.
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La sub-fracciéon FrDCM 2-5-1 (compuesto A1) fue evaluada mediante CLUE-EM-DAD-ESI,
el cromatograma presentd un pico mayoritario con Tr= 2.78 min (Figura 4-19). El espectro
de masas para el pico mayoritario presenté una masa de m/z= 595 [M-H]*, correspondiente
a la masa molecular de m/z= 596 [M+2H]* (Figura 4-20). La masa obtenida para la fraccién
FrDCMF 2-5-1 (compuesto A1) es similar a la reportada para alcaloides BBIQS como
curina e isochondodendrina cuya formula molecular es CzsH3s06N2 (594.2731 g/mol) (Guha
et al., 1979; Menachery, 1996a; Schiff, 1999).

Figura 4-19: Cromatograma para la fraccion (FrDCM 2-5-1) mediante CLUE-EM-DAD
Longitud de onda 280.
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Figura 4-20: Espectro CLAE-DAD-EM, en tandem (EM/EM) modo (+), para el pico
mayoritario FrDCM 2-5-1 (compuesto A1).
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El espectro de masa obtenido para la fraccion FrDCM 2-5-1 (compuesto A1) empleando
espectrometria de masas en tandem (EM/EM), mostré un fragmento de masa m/z= 298.41
[M+2H]" (40%). Segun lo reportado por Baldas et al., este fragmento corresponde a la
ruptura de los enlaces bencilicos en los alcaloides BBIQS, lo cual origina dos sistemas de
anillos (a= A,By Fyb=C, Dy E) (Figura 4-21). Este patrén de fragmentacién corresponde
a la isochondodendrina. Esta ruptura es caracteristica de alcaloides BBIQS enlazados
cabeza a cola (Baldas et al., 1972; Mambu et al., 2000).

En la Figura 4-20 el fragmento de masa m/z= 266.98 (20%), se genera a partir de la pérdida
de un metoxilo del sistema de anillo A-B-F. Otro ion caracteristico de masa
m/z= 284.18 (22%), corresponde a la pérdida del metilo del sistema de anillo A-B-F
(Figura 4-22). La presencia de los fragmentos obtenidos experimentalmente coincide con
los reportados en la literatura para un dimero de alcaloide BBIQ, con puente, lo que implica
el acoplamiento cabeza-cola. Estos resultados soportan que el compuesto A1 tenga estas
caracteristicas estructurales y una formula molecular de CssHzsOsN2.(Baldas et al., 1972;
Schiff, 1999).
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Figura 4-21:Proceso de fragmentacion, doble ruptura bencilica isochondodendrina.

R'=R2?=H Isochondrodendrina masa molecular: 298

Fuente: Baldas et al., 1972

Figura 4-22: Fragmentos caracteristicos de la ruptura de los grupos metoxilo y metilo del
sistema de anillos A, By F
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Fuente: Baldas et al., 1972.

Caracterizacion por RMN de la fraccion FrDCM 2-5-1 (Compuesto A1)

El espectro 'H-RMN para el compuesto A1 se registra en la Figura 4-23 y los
desplazamientos quimicos fueron resumidos en la Tabla 4-12. En la region entre o4 5.7 y
On 7.3 ppm, se observaron cinco sefiales de protones aromaticos: 8=7.15 (H-10/H-10', d,
J = 8.6 Hz, 2H), 6=6.55 (H-11/H-11", dd, J = 8.5, 2.9 Hz, 2H), = 5.68 (H-13/H-13",dd,
J =85, 2.8 Hz, 2H), 6=6.32 — 6.24 (H-14/H-14",dd, 2H) y la sefal de d =6.80 (s, 2H), que
corresponde al hidrogeno en la posicién (H-5/H-5"). Adicionalmente se observo una senal
en 0=3.80 que integra para seis hidrégenos caracteristica de grupos metoxilos

(6-OCHa3/6'-OCHs). La sefial para los hidrégenos de los N-metilos se presentaron en



0 = 2.49 (N-CHs-2/N-CHs-2'). Estas sefiales son caracteristicas del alcaloide BBIQS
isochondodendrina (Kanyinda et al., 1997; Mambu et al., 2000; Xian-Kai et al., 1993).

Las sefiales para los atomos de carbono se asignaron a partir de la interpretacion del
espectro HSQC (Figura 4-24 y 4-25) y (Tabla 4-12).

Las sefiales de carbono en los anillos aromaticos (A-A'/C-C') del compuesto A1 son
comparables a las reportadas en isochondodendrina, lo que soporta que el compuesto
aislado sea este alcaloide BBIQ (Kanyinda et al., 1997; Mambu et al., 2000; Marsaioli et al.,
1978).

Del andlisis del espectro 'H-'H COSY (Figura 4-26 y Tabla 4-12), se observa en la regién
aromatica diversos acoplamientos: el proton en oy =7.12 (H-10/H-10") presenta un
acoplamiento con dy =6.54 (H-11/H-11") y d4 =6.28 (H-14/H-14"). La sefial generada por
el protén dx =5.63 (H-13/H-13") acopla con &4 =6.55 (H-11/H-11") y dn =6.28 (H-14/H-14").
Ademas, se observd un acoplamiento entre los dos hidrogenos del grupo metileno a
On =3.39 (H-3/H-3") y con &4 =1.06 (H-3/H-4"). Otro acoplamiento entre hidrégenos de
grupo metilo corresponden a &4 =4.61 (H-1/H-1") y &1 =1.06 (H-3/H-4") (Figura 4-27).

Figura 4-23: Espectro 'H-NMR para el compuesto A1: isochondodendrina.
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Tabla 4-12: Comparacion desplazamientos quimicos de 'H-RMN del compuesto A1,
respecto a lo reportado para isochondodendrina (Kanyinda et al.,, 1997; Mambu et al.,
2000). Principales correlaciones en 'H-"H COSY y "*C-RMN & del compuesto A1 (400 MHz,
DMSO-d6).

Posicién Datc:il eg(?JeLilTﬁ:;ales E)fltgs(\:iteel:al-tlz)r*a 13c-6RMN 1H-"H COSY
H-1 4,57 (d, J = 10.6 Hz, 1H) 4.40d 60.1 H-15
H-1" | 457 (d,J =106 Hz, 1H) 4.40d 60.1 H-15
H-3 3.42 3.44 - 3.37 (t, 2H) 3.25m 56.6 H-4
H-3' 3.42 3.44 - 3.37 (t, 2H) 2.97m 56.6 H-4'

H-4 1.02 (J = 9.1 Hz, 2H) 2.78m 29.1 H-3
H-4' 1.02 (J = 9.1 Hz, 2H) 2.78m 29.1 H-3'
H-5 6.80 (s, 1H) 6.60 s 109.2
H-5' 6.80 (s, TH) 6.60 s 109.2
H-10 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H) 7.10d 1287 | H-11, H-14
H-10" | 7.15(d, J= 8.6 Hz, 1H) 7.10d 1287 | H-11", H-14°
H-11 6.55 (ad, J1=H?'5’ 2.9 Hz, 6.65 dd 17.7 | H-10, H-13
H-11 O-95(dd, I 35, 291z 6.65 dd 17.7 | H-10", H-13°
H3 | >68(dd J1=H?'5’ 2.8 Hz, 5.82 dd 1142 | H-11, H-14
Hag | OO0 ERS 20k 5.82 dd 1142 | H-11°, H-14°
H-14 6.32 (d, TH) 6.31dd 1204 | H-10, H-13
H-14" 6.32 (d, TH) 6.31dd 1294 | H-10", H-13"
H-15 2,66 (d, J = 9.1 Hz, 2H) 248 m 41.02 H1
H-15" | 2.66(d, J= 9.1 Hz, 2H) 2.50 m 418 H-1"
6-OCH3 3.80 (s, 3H) 3.87s 56.4

6-OCH3 3.80 (s, 3H) 3875 56.4

2-N-CH3 2.49 (s, 3H) 248s

2"-N-CH3 2.49 (s, 3H) 2.50 s




Figura 4-24: Espectro HSQC para el compuesto A1, region ampliada del 'H-RMN entre
1-5 ppm.
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Figura 4-25: Espectro HSQC para el compuesto A1, region ampliada del '"H-RMN entre
5.5-7.5 ppm.
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Figura 4-26: Espectro 'H-'"H COSY para el compuesto A1 isochondodendrina regién
aromatica.
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Figura 4-27: Espectro 'H-'H COSY para el compuesto A1 isochondodendrina region
alifatica ampliada.
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Después de realizar el analisis espectroscépico y al comparar las sefiales con referencias
en la literatura, se encontré similitud con el alcaloide isochondodendrina (Figura 4-28),
alcaloide BBIQ, presente en diferentes especies de la familia Menispermaceae, como
C.toxicofera (Menachery, 1996; Schiff, 1999).

Figura 4-28: Estructura de (-)-isochondodendrina.
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4.5. ACTIVIDAD ANTIPLASMODIAL FRENTE A P.
falciparum CLOROQUINA-RESISTENTE (W2) Y
CITOTOXICIDAD FRENTE A CELULAS HEPG2 DE

C. toxicofera

4.5.1. Actividad antiplasmodial mediante el método (pLDH) frente
a P. falciparum cepa W2 de EtOHCt, FrDCM1, FrDCM2,

A1= isochondodendrina

Como complemento a las pruebas de actividad antiplasmodial ya realizadas al extracto
etandlico y a las fracciones primarias de C. toxicofera se llevd a cabo un ensayo frente a
P. falciparum cepa W2 cuantificando la parasitemia mediante el método enzimatico pLDH.
Ademas del extracto etandlico y las fracciones FrDCM1 y FrDCM2, se determiné la
actividad antiplasmodial frente a esta cepa del compuesto aislado, isochondodendrina (A1)
y del patron de alcaloides BBIQS, tetrandrina. Como control positivo adicional se utilizé
cloroquina. El tamizaje inicial realizado a las muestras en las concentraciones de
25 y 50 pg/mL, permitid establecer que todas las muestras presentaron porcentaje de
reduccion en la parasitemia superiores al 50% a la concentracibn mas baja evaluada
(25 pg/mL) (Tabla 4-13).

Tabla 4-13: Porcentajes reduccion del crecimiento de P. falciparum cloroquina-resistente

(W2) para las muestras evaluadas.

Actividad antiplasmodial Actividad antiplasmodial
Muestras (25 pg/mL) porcentaje de (50 pg/mL) porcentaje de
parasitemia * DE parasitemia * DE

EtOHCt 67.0+ 3.0 735125
FrDCM1 60.0 £ 2.0 71.5+15
FrDCM2 75.0+ 3.0 76.5+15
isochondodendrina (A1) 76.5+6.5 825125
tetrandrina 79.0+£1.0 86.0+ 1.0
cloroquina Control (+) Control (+)

Datos de dos experimentos independientes.



A partir del resultado del tamizaje inicial, se establecié un rango de concentraciones
empleando a 25 uyg/mL como la maxima concentracion y mediante diluciones sucesivas
hasta y 0.78 ug/mL que permitié establecer la concentracién inhibitoria cincuenta (Clso)
para cada muestra evaluada (EtOHCt, FrDCM1, FrDCMZ2, isochondodendrina (A1),
tetrandrina y cloroquina) por el método pLDH frente a P. falciparum cepa W2 (resistente a
la cloroquina) (Tabla 4-14). Empleando los rangos de actividad mencionados por De Paula,
2014, en el numeral 3.4.2, todas las muestras presentaron actividad antiplasmodial,
clasificada en el rango activo (Clso = 1ug/mL< Clso<15ug/mL). A partir de la clasificaciéon
RITAM las muestras (EtOHCt, FrDCM1 y FrDCM2) se clasificaron en el rango de bueno a
moderado (Clso = 1.1 a 10 pyg/mL), isochondodendrina (A1) se clasifico en el rango de
moderada actividad (Clso = 11 a 25 uyg/mL) y tetrandrina se ubico en el rango de actividad
de buena (Clso = 0.1 a 1 ug/mL) (Tabla 4-14). Los valores de Clso, relativamente cercanos
entre EtOHCt, FrDCM1 y FrDCM2 pueden explicarse por el hecho que los alcaloides
BBIQS se distribuyeron entre las fracciones alcaloidales durante el fraccionamiento
acido-base (Dolabela et al., 2015).

Tabla 4-14:Concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) de las muestras: EtOHCt, FrDCM1,
FrDCM2, isochondodendrina (A1) y tetrandrina en el ensayo de actividad antiplasmodial

frente a P. falciparum cepa W2 (resistente a cloroquina).

Tratamiento Cls’o ('pg/mL) Clasificacion Clasificacion RITAM
Média * DE (De Paula, 2014)

EtOHCt 5.25+1.53 Activo Buena a moderada

FrDCM1 4.04 £0.83 Activo Buena a moderada

FrDCM2 6.28 + 0.66 Activo Buena a moderada
isochondodendrina 12.59 + 1.36 Activo Moderada

tetrandrina 1.00 £ 0.30 Activo Buena

cloroquina Control (+) Control (+) Control (+)

Tres experimentos independientes.

La sustancia isochondodendrina (A1) presentd una Clsy 12.59+1.36 ug/mL, que lo clasifica
en el rango de activo. En comparacién con las fracciones alcaloides es el menos activo,
esto podria estar asociado al efecto sinérgico de la sustancia aislada con otras moléculas

que potencian su actividad antiplasmodial y que estan presentes en las fracciones que aun
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incluyen una mezcla de alcaloides BBIQS (Figura 4-6 y 4-7). La disminucién de la actividad
biolégica del compuesto aislado con relacion a la fraccién que lo origind, es atribuido en
diferentes estudios al efecto sinérgico de los compuestos presentes en la fraccion

(Gonzalez-Coloma et al., 2012).

El resultado de la actividad antiplasmodial de EtOHCt (5.25+1.53 pg/mL), FrDCM1
(4.04+0.83 pg/mL) y FrDCM2 (6.28+0.66 pg/mL) es comparable al reportado para las
fracciones alcaloidales y extracto etandlico de raices y tallos de Triclisia sacleuxii en las

cuales se detectaron alcaloides BBIQS (Murebwayire et al., 2008).

Los extractos etandlicos presentaron actividad antiplasmodial evaluada en el método de
cuantificacién de la parasitemia por pLDH frente a P. falciparum cepa W2 (resistente a la
cloroquina) de activo (1pug/mL<Clse<15ug/mL), al compararse con una preparacion
tradicional que usa lianas de C. foxicofera y en la cual se detectaron alcaloides, evaluada
frente a P. falciparum FCR3 (7.3 pg/mL) en el modelo de lectura por flurometria la actividad

se sigue conservando en el rango de buena a moderada (Rodriguez et al., 2018).

En la Figura 4-29 se presentan las curvas concentracion-respuesta, para la cepa
P. falciparum cepa W2 (resistente a cloroquina), empleando el método (pLDH). La

evaluacion se realizo en tres ensayos independientes.

El extracto etandlico EtOHCt se evalué frente a dos cepas cloroquino resistente: FCR-3
(método de sonda fluorescente de SYBR Green |) y W2 (p LDH), el resultado fue de Clso
de 7.6 £ 3.9 yg/mL y 5.25+£1.53 pg/mL respectivamente. Estos resultados ubican al EtOHCt
en el nivel de actividad de buena a moderada (1.1 a 10 yg/mL) segun RITAM y activo
(1Hg/mL< Clse=15ug/mL), segun De Paula, 2014. Es importante resaltar que las pruebas
fueron realizadas en laboratorios diferentes, empleando cepas diferentes y dos métodos
de analisis distintos, lo cual confirma la estabilidad de la muestra respecto a su actividad y

la concordancia entre las dos metodologias.



Figura 4-29: Relacion concentracion-respuesta de las sustancias frente a parasitos de
P. falciparum (cepa W2) (resistente a cloroquina) empleando el método enzimatico pLDH.
A=FrDCM2; B=FrDCM1; C= EtOHCt; D=isochondodendrina; E=tetrandrina; F= cloroquina.
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4.5.2 Citotoxicidad en la linea celular HepG2 A16 e indice de
selectividad (IS)

La correlacion entre CCso y Clsg permite establecer el indice de selectividad, el cual es una
medida relativa de la actividad antiplasmodial, sin que se produzca efecto citotdxico. Esta
determinacion es importante en la evaluacién de la seguridad de extractos, fracciones
enriguecidas y compuestos de sintesis o aislados. Los resultados en estas pruebas
direccionan la seleccion de la sustancia evaluada y evita adelantar estudios costosos con
sustancias téxicas. La citotoxicidad se considera el potencial de un compuesto para inducir
la muerte celular, informacion que es valiosa para establecer una correlacion entre la
citotoxicidad basal y la posible toxicidad en humanos. Los ensayos de citotoxicidad para
las sustancias candidatas emplean lineas celulares de higado, sangre, rifidn, piel y células

nerviosas (Nogueira & Rosario, 2010; Souza et al., 2018).

La citotoxicidad in vitro de las muestras evaluadas se realizo6 frente a la linea celular HepG2
A16, derivada de un hepatoblastoma primario humano. Los resultados de la concentracion
que inhibe 50 por ciento del crecimiento (CCso) se muestra en la Tabla 4-15. En la
clasificacion de toxicidad propuesta por Osorio etal. (2007), las muestras EtOHCt,
FrDCM1 y FrDCM2 se clasificaron como citotdoxicas, con valores en el rango de
10 pg/mL < CCsp < 100 pg/mL. Estas muestras con valores de CCsp entre 25.98 + 2.41
Mg/mL y 51.92 £+ 0.90 ug/mL, son menos toxicas que las fracciones alcaloidales obtenidas
de Cissampelos mucronata, en las cuales se detectaron alcaloides BBIQS, cuyo valor de

CCsp se presentaron entre 2.3 uyg/mL y 20 ug/mL (Tshibangu et al., 2003).

El compuesto isochondodendrina (A1) presentd una CCso de 44.61 £ 2.72 ug/mL frente a
la linea celular HepG2 A16, la que permite clasificarlo como citotdxico, una vez que esta
en el rango de 10 ug/mL < CCso < 100 pg/mL (Osorio et al., 2007). Este valor de CCs es
comparable con lo reportado para alcaloides BBIQS obtenidos de Chondodendron
tomentosum: chondrocurina 45.48 ug/mL (37.81-54.69 pg/mL), (S,S')-12-O-methyl (+)-
curine 41.69 pg/mL (38.15-45.57 ug/mL) y cycleanina 51.41 ug/mL (27.62-57.69 ug/mL),
los cuales fueron evaluados en la linea celular de ovario de hamster (CHO). En otra
investigacion, empleando la linea celular de adenocarcinoma de colon (HT-29), se evalu6
el alcaloide BBIQ curina, cuya CCs fue 51.73 + 6.7 pg/mL. Los resultados obtenidos en

cuanto a CCso para las fracciones y compuesto aislado de C. foxicofera en esta



investigacion son semejantes a CCsy reportadas en otros trabajos para plantas con
alcaloides BBIQS, ya que las caracteristicas estructurales de estos alcaloides son
semejantes (Dantas et al., 2015; J.-J. Lv et al., 2013).

Por otro lado, el alcaloide BBIQ tetrandrina mostré una CCso= 6.01 + 0.32 pyg/mL con la
que se clasifica como una sustancia muy téxica. El extracto, las fracciones y el compuesto
aislado de C. toxicofera presentaron valores de CCsy asociados con menor o igual toxicidad

que la cloroquina (25.04+2.48 pg/mL), farmaco utilizado como antimalarico.

Tabla 4-15: Concentracion que inhibe 50 por ciento del crecimiento (CCso) de células
HepG.

Clasificacion
Muestras CCso (ug/mL) (Osorio et al., 2007)
EtOHCt 51.92 £ 0.90 10pg/mL<CCso=100pg/mL
Rango de Toxico
FrDCM1 49.69 + 2.27 10ug/mL<CCso<100pg/mL
Rango de Toxico
FrDCM2 25.98 + 2.41 10ug/mL<CCso<100ug/mL
Rango de Toxico
A1 = Isochondodendrina 44.61 +2.72 10ug/mL<CCs0=100ug/mL
Rango de Toxico
Tetrandrina 6.01£0.32 CCs0<10 pg/mL
Cloroquina 2504+248 | T

Se realizaron tres ensayos independientes para determinar la CCso

Todas las muestras evaluadas mostraron un indice de selectividad (IS) entre 3.54 y 12.30
(Tabla 4-16), por lo tanto el extracto etandlico, las fracciones alcaloidades de C.foxicofera
asi como los alcaloides BBIQ isochondodendrina y tetrandrina pueden considerarse como
alternativas promisorias para ser incluidas en preparaciones farmacéuticas antimalaricas.
Un valor de IS mayor a dos, unido a los resultados de actividad antiplasmodial sugiere que
se presenta actividad antiplasmodial y que no se evidencia citotoxicidad sobre la linea
celular evaluada, HepG2 A16 (Nogueira & Rosaério, 2010; Souza et al., 2018).

Son pocos los estudios en los que se evalua la actividad citotoxica como ensayo de
seguridad en plantas de la familia Menispermaceae. Algunas investigaciones presentan el
resultado de CCso para extractos primarios cdmo se reporté para el extracto acuoso de
Epinetrum villosuma, planta que contiene alcaloides BBIQS, con CCso = 5.5+1.3 pg/mL e

I1IS=27.5, evaluado en linea celular de carcinoma humano HCT-116. De esta misma planta
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se aislaron los alcaloides BBIQS cuyos valores de

isochondodendrina (1IS=175) y cocsoline (1S=9.3), hacen de estos alcaloides sustancias

razonablemente seguras
(Otshudi et al., 2005).

Es importante resaltar que las muestras evaluadas en esta investigacion, siguiendo el
criterio de acuerdo al valor de 1S>2 pueden ser utilizadas en distintos estudios bioldgicos,

que busquen encontrar posibles sustancias antimalaricas (Nogueira & Rosario, 2010).

Tabla 4-16: Valores de CCsy, Clso e indice de selectividad calculado para las muestras de

C. toxicofera.

para ser utilizadas en

IS:

cycleanine (1S=118),

distintos estudios biolégicos

Muestra CCso (Mg/mL)* Clso (Mg/mL)” IS
EtOHCt 51.92 £ 0.90 5.25+1.53 9.89
FrDCM1 49.69 + 2.27 4.04 £0.83 12.30
FrDCM2 25.98 + 2.41 6.28 + 0.66 4.14
A1 =isochondodendrina | 44.61+2.72 12.59 + 1.36 3.54
tetrandrina 6.01 £0.32 1.00 £ 0.30 6.01
cloroquina 25.04 £ 2.48 0.091£0.02 270.41

*CCso: linea celular HepG2 A16; **Clso: P. falciparum cepa W2




4.6 PROPUESTA MARCADOR PARA EL EXTRACTO DE

C. toxicofera

Como parte de los objetivos de este trabajo se contempld el proponer al menos un
marcador quimico para C. toxicofera, para ser utilizado a futuro en la caracterizacién y
control de calidad de la materia prima vegetal, extractos y fracciones, remedios y productos
fitoterapéuticos, ademas de guiar la estandarizacion de extractos y la optimizacion de las

diferentes etapas involucradas.

El compuesto A1 aislado de la fraccion alcaloidal FrDCM2 obtenida del extracto etandlico
de C. toxicofera se identific6 como isochondodendrina, el cual puede proponerse como
marcador activo presente en la planta medicinal. Esta sustancia se ubica en esta categoria
de marcador activo al presentar actividad farmacolégica antiplasmodial en el modelo
(pLDH) cepa W2 (resistente a la cloroquina) con una Clso (ug/mL)=12.59+1.36 que lo ubica
en el rango de actividad como una sustancia activa (Busse, 2000; Kushwaha et al., 2010;
Souza et al., 2018).

De acuerdo al concepto de Pathak, 2017 isochondodendrina, puede proponerse como un

marcador de calidad (Marcador Q), ya que cumple con las condiciones basicas:

-es un compuesto propio o caracteristico de las lianas de C. toxicofera como alcaloide
BBIQ.

-posee una propiedad farmacoldgica evidenciada en esta investigacion, como sustancia

antiplasmodial.

Para plantas de la familia Menispermacea como C.foxicofera se han desarrollados pocos
estudios fitoquimicos, en ellos se han reportado alcaloides BBIQS como curina,
isochondodendrina, toxicoferina, mezcla curina y tubocurarina que han si evaluados en
modelos farmacolégicos frente a cepas de P.falciparum (Cava et al., 1969; Menachery,
1996; Otshudi et al., 2005). En esta investigacion a partir de los estudios de actividad
farmacologica in vitro e in vivo, evaluacion de la citotoxicidad orientada a generar
informacion de seguridad y estudios quimicos de aislamiento, purificacion y elucidacion se
propone el compuesto isochondodendrina como marcador activo, para lianas de

C. toxicofera con actividad antiplasmodial. EI proponer un marcador activo a partir de los
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estudios quimicos y farmacolégicos es informacion que aun no ha sido reportado en la

literatura consultada, lo cual se constituye en un aporte relevante de esta investigacion.

El alcaloide BBIQ tetrandrina, aunque no ha sido reportado en C. toxicofera, presenta el
nucleo basico de este tipo de alcaloides: dos unidades de bencilisoquinolina unidas por
dos o enlaces difenil éter. Este alcaloide BBIQ ha sido sintetizado y esta disponible
comercialmente por lo que fue utilizado en esta investigacion como referente en los analisis
de CLAE-DAD y CLUE-DAD. Teniendo en cuenta lo anterior se propone a la tetrandrina

como un marcador quimico alterno o complementario a la isochondodendrina.

La tetrandrina puede ser propuesta como un marcador quimico en la categoria de
componentes generales, ya que al ser un compuesto presente en distintos géneros y
especies de la familia Menispermaceae se puede utilizar como patréon en los perfiles
cromatograficos y en diferentes ensayos analiticos orientados a la identificacion o
cuantificacién de alcaloides BBIQ que compartan el mismo nucleo estructural (S. Li et al.,
2008). Por otro lado, como se demostré su actividad antiplasmodial de la tetrandrina,
también puede considerarse como marcador activo, recordando que al no estar presente

en C. toxicofera los resultados deben considerarse contemplando esta situacion.
Consideraciones finales

Atendiendo a las necesidad de proponer nuevas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de la malaria, enfermedad que afecta principalmente a los habitantes en paises
del tropico, esta investigacién adelanté una serie de estudios que empezé con la
preselecciéon de cinco especies de plantas con antecedentes de uso en el tratamiento de
la malaria, posteriormente se realizaron estudios de actividad antiplasmodial in vitro frente
a cepas de P. falciparum FCR-3 (resistente a la cloroquina), y ensayos de actividad
antimalarica in vivo frente a P. berghei (cepa ANKA). Ademas, se realizaron estudios de
toxicidad aguda siguiendo la guia OECD. El abordaje complementario fue el aislamiento,
purificaciéon y elucidacién estructural que permiti6 obtener un alcaloide BBIQS

isochondodendrina, que finalmente fue propuesto como marcador activo.

Este estudio establece la pertinencia de seguir ampliando el conocimiento sobre Curarea
toixicofera tanto en los aspectos farmacoldgicos y toxicoldgicos, como en su composicion.

Para ello es conveniente continuar con la identificacion y purificacion de otros compuestos,



en especial alcaloides BBIQ, y el desarrollo o adaptacion de metodologias analiticas que
permitan la caracterizacion de material vegetal, extractos, fracciones y productos
terminados desde una perspectiva cualitativa y cuantitativa. Disponer de estas
metodologias permitiran, entre otros, establecer la abundancia relativa de alcaloides
BBIQS y en especial de isochondodendrina en muestras de diferentes origenes hacer
correlaciones composicion / actividad, asi como disponer de protocolos para el control de
calidad y para los estudios de estabilidad. Desde lo biolégico es conveniente adelantar
ensayos en otras cepas y considerar modelos basados en otras etapas del ciclo parasitario,

asi como ampliar el perfil de citotoxicidad.
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5.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 CONCLUSIONES

» El extracto etandlico obtenido de Curarea toxicofera se seleccioné a partir de cinco
especies sometidas a tamizaje farmacologico y quimico. El extracto etandlico de
C. toxicofera presento6 la mejor actividad antiplasmodial empleando el método de
lectura por fluorescencia de SYBR Green |, ubicandose en el rango de moderada
a buena frente P.falciparum, cepa FCR-3 (Clso = 7.6 £ 3.9 yg/mL), asi como la
mejor relacion CHso/Clsp (mayor a 132) y metabolitos secundarios con

antecedentes de actividad antimalarica, especificamente alcaloides BBIQS.

» Laevaluacion de la actividad antiplasmaodial in vitro frente a P. falciparum cepa W2
por el método enzimatico pLDH, permiti6 establecer la Clsy para
EtOHCt= 5.25+1.53 pg/mL y las fracciones FrDCM1= 4.04+0.83 pg/mL vy
FrDCM2= 6.28+0.66 pg/mL. Todas las muestras presentaron actividad
antiplasmodial, clasificada en el rango de activo. El indice de selectividad calculado

para estas muestras se encuentra en un rango entre 4.14 y 12.30.

» El extracto etandlico de C. toxicofera y sus fracciones alcaloidales presentaron

actividad antimalarica in vivo frente a Plasmodium berghei cepa ANKA.

» Se establecié que la época de colecta (invierno y verano ecolégico) de las lianas
de C. toxicofera no incidié ni en la composicién, evaluada mediante perfiles
cromatograficos (CCD y CLAE-DAD), ni en la actividad antiplasmodial frente

P.falciparum cepa FCR-3, de los extractos etandlicos obtenidos.



» Se determind la categoria toxicolégica, de acuerdo con el Globally Harmonized
System (GHS), para el extracto etandlico de C. foxicofera y dos de las fracciones
alcaloidales: fraccion FrDCM 1 y FrDCM 2, obtenidas a partir de este, la cual fue
Categoria 4 (LDsp de 1000 mg/kg), Categoria 5 (LDsg mayor a 5000 mg/kg) y
Categoria 3 (LDso de 300 mg/kg), respectivamente

» Seaislo y purifico el compuesto isochondodendrina (A1), alcaloide BBIQ, asociado
a la actividad antiplasmodial, con Clso = 12.59+1.36 ug/mL, frente a la cepa W2 de
P. falciparum, y con un IS de 3.5. Este compuesto fue seleccionado como

marcador terapéutico para el extracto de C. toxicofera.

» Lainformacién quimica, farmacoldgica y toxicoldgica, asi como de la incidencia de
factores climaticos en la expresién de metabolitos secundarios, se constituye en
resultados que respaldan el uso tradicional de la Comunidad Ziora-Amena, de la
familia linguistica Uitoto, en la Amazonia Colombiana, para el tratamiento de la
malaria y sienta las bases para el desarrollo de un producto fitoterapéutico con

actividad antimalarica.
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5.2 RECOMENDACIONES

A partir de los ensayos de actividad bioldgica y estudios quimicos se proponen las
siguientes recomendaciones:

>

Realizar el fraccionamiento biomonitoreado de la fraccion FrDCM-1 y la FrAcB para
identificar distintos alcaloides BBIQS presentes en estas fracciones, que puedan

contribuir a la actividad antiplasmodial.

Estudiar la actividad antimalarica in vivo, empleando el modelo de malaria murina
de P. berghei (cepa ANKA), al compuesto aislado isochondodendrina (A1).

Llevar a cabo ensayos orientados a la evaluacion del mecanismo de accion de la
isochondodendrina.

Buscar otras sustancias en el extracto, que puedan ser propuestas como
marcadores analiticos del extracto etandlico de C. foxicofera y que puedan
encontrarse a nivel comercial.

Establecer protocolos optimizados para su purificacion de alcaloides BBIQ a partir
de especies de la familia Menispermaceae, que puedan ser utilizados como
patrones.

Continuar con las investigaciones que permitan disponer de extractos
estandarizados de C. toxicofera
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legales, de conformidad con ko establecido en el articulo 76 de la Ley 1437 del 18 de enaro da
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B.

Anexo:

Pruebas

fitoquimicas
preliminares efectuadas a los extractos
etandlicos (Galindo,
Carvajal, 2012).

1983; Hernandez

Reactivo de derivacion

Lactonas
sesquiterpenos

CHCI3/C3HsO (9:1)

°C (placa 1) *

Reaccion hidroxamato
férrico (placa 2)*

Clases de Compuesto de
metabolito Fase mévil/prueba de tubo para ensayo CCD/ prueba p .
- referencia
secundario de tubo
Alcaloides MeOI—|(—9%I.-I5Q(I)3/1[\;H4OH Dragendorff para CCD* Sulfato de quinina
Dragendorff
Alcaloides Prueba de tubo Mayer Fracao’r'm alca!'o idal
Valser de"Yage
Reineckat de amonio
E_ster0|de§ ylo CsH14/AcOEt (8:2) Liebermann-Burchard* B-sitoserol
triterpenoides
. Extracto de Cassia
Naftoqulponas/ CeHsCHa/ .C3|_'|60 /CHCI3 KOH 10 % en etanol* sp.
Antraquinona (40:15:25).
Anthrone
Vanillina 1% -
Glucssidos AcOEt /MeOH/H.0 Acido 9 fosforico 1(3/0, Extracto de Digitalis
o A 105°C (placa 1) sp.
cardioténicos (81:11:8) Diditoxi
igitoxina
Kedde (placa 2)*
Vanillin 1% -
Acido o-fosférico 10%; 105 .
B-sitoserol

Umbelliferone

Vanillin 1% -
Acido o-fosférico 10%*

B-sitoserol

(100:11:11:27)

Cumarinas CHCIs/AcOEt Reaccion hidroxamato
(60:40) férrico* Umbelliferone
Cumarina
Luz UV (365 y 254 nm)*
o/, _ 0,
Polifenoles AcOEt/ HCO2H /AcOH/H20 Ce,Ne,FeKe,(11 _/;)* FeClz 2% Acido tanico

Acidos fenolicos

ACOEt/ACOH/HCO:H /H20
(100:11:11:27)

NP-PEG; UV 365 mn*

Acido clorogénico

fendlicos

Tubo de ensayo

Glucodsidos de AcoEt/AcOH/HCO2H /H20 . . .
flavonoides (100:11:11:27) NP-PEG; UV 365 mn Rutina
Aglicona de CsHsCH3/C3HsO/CHCl3 ) * .
flavonoides (40:15:25) NP-PEG; UV365 mn Quercetina
Compuestos FeCls 10% Rutina
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. Shinoda, HCl y .
Flavonoides Tubo de ensayo calentamiento Rutina
. Gelatina-sal / urea 10M/

Taninos Tubo de ensayo FeCls 10% NA

Proantocianidinas Tubo de ensayo BuOH/HCI (95:5) NA

Prueba de la espuma NA

Saponinas Tubo de ensayo
Hemodlisis Digitonina

NA: no disponible. *Prueba realizada por CCD.

MeOH: metanol; CHCIs: cloroformo; CesHis:hexano; NH4OH: hidroxido de amonio;
CesHsCHas:tolueno; CsHeO: acetona; AcOEt: acetato de etilo; AcOH: acido acético glacial;
HCO:H: acido formico; BuOH: n-Butanol; H>O: agua; NP: reactivo de productos naturales;
PEG: polietilenglicol 4000; EP: éter de petroleo; HCI: acido clorhidrico concentrado;

CeNsFeKas. Ferricianuro de potasio; FeCls: cloruro férrico.



C. Anexo: Procedimiento para Ila
evaluacion in vitro de la inhibicion de la
invasion y el desarrollo de Plasmodium
falciparum

Para la determinacion de la Clsp de cada extracto o sustancia se empled un seriado de
concentraciones las cuales se siembran por, 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.

-Distribucién de la placa de 96 pozos

IO Mmoo w>»

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: Gloébulos rojos sanos (Blanco fluorometria)

Borde de agua
Cloroquina 1 ug/ml (Cardenas., 2011)

Procedimiento

2.1 Preparacion de las soluciones de trabajo
Las concentraciones para ensayar se obtienen por diluciéon seriada las cuales pueden ser

preparadas en eppendorf estériles.
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4.1.1. Marque 3 tubos falcon de 15 mL. (A, B, C)

4.1.2. Tubo A: Pesar 20mg de extracto y diluir en 1mL de vehiculo (RPMI). (concentracién

final 20000ug/mL). Filtrar bajo flujo laminar con poro 0.22.

4.1.3. Tubo B. Adicione 900 yL de RPMI y agregue 100 pL de la solucién anterior,
homogenice (2000ug/mL)

4.1.4. Tubo C. Adicione 1800uL de cRPMI y agregue 200uL de la solucién anterior,
homogenice (200 pg/mL).

4.1.5. Rotular ocho tubos coénicos de 1.5mL como sigue:

Tubo N° 1: 200ug/mL (Solucién madre)
Tubo N° 2: 100ug/mL

Tubo N° 3: 50ug/mL

Tubo N° 4: 25ug/mL

Tubo N° 5: 12,5ug/mL

Tubo N° 6: 6,25ug/mL

Tubo N° 7: 3,125ug/mL

Tubo N°8: 1,56 ug/mL

La concentracion en placa queda ajustada a la mitad de lo rotulado en el tubo.

4.1.6. Del tubo C transfiera 1500 uL al tubo N°1 (solucién madre)

4.1.7. A cada uno de los tubos desde el N°2 hasta el N°8 adicione 750 yL de cRPMI

4.1.8. Realizar diluciones seriadas a partir del tubo N°1, tomando en cada caso 750 L del
tubo anterior homogenizando con el cRPMI agregado anteriormente. (cambie de punta

cada vez que sirva).

4.2. Siembra de la placa para evaluacion de extractos vegetales

4.2.1. Colocar 100 pL de cada una de las diluciones en todos los pozos de las letras B a G

del numero 2 al 9 segun distribucién en placa.



4.2.2. Colocar 100 pL de la suspensiéon de gldbulos rojos parasitados ajustada al 2%

(apéndice 6), en todos los pozos de las letras B a G del numero 2 al 9.

4.2.3. Colocar 100 uL de RPMI + 100 uL de la suspension de glébulos rojos parasitados

(apéndice 6), en todos los pozos de la columna 10 como control de crecimiento.

4.2.4. Colocar 100 yL de cRPMI + 100 pyL de CQ (Solucién C - Apéndice 3), en los pozos
B11, C11Y D11 como control positivo.

4.2.5. Adicionar 200 uL de globulos rojos sanos con hematocrito al 2% en los pozos E11,
F11y G11.

4.2.6. Homogenizar toda la placa por agitacién durante 60seg.

4.2.7. Tapar las placas, llevar a incubadora con balance de gases Nz, O,y CO-
4.2.8. Incubar a 37°C por 48 horas.

5. Preparacion de Patron (Cloroquina)

5.1. Solucidn inicial: Preparar en agua destilada una solucién 1 mg/mL (Pesar 10 mg y
disolver en 10 mL), Solucién A (1000ug/mL)

5.2. En cabina de flujo realizar las siguientes diluciones:

5.2.1. Tomar 100 pL de solucion Ay disolver en 900 yL de cRPMI (Solucién B) (100pg/mL)
5.2.2. Tomar 10 pL de solucion B y disolver en 990 pL de cRPMI (Solucion C). (1pg/mL)
5.2.3. Transfiera 100 pL de la solucion C, a la placa de 96 pozos segun corresponda.

6. Determinacion de la densidad parasitaria

6.1. Microscopia

6.1.1. Retirar cuidadosamente de uno de los pozos control de crecimiento (B10 a G10) el

medio sobrenadante.
6.1.2. Realizar el frotis del pellet, evaluar |la parasitemia y los estadios del cultivo

6.1.3. Verificar que el cultivo se encuentra en estadios jévenes y la parasitemia es

considerablemente superior a la inicial.
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6.1.4. Realizar los frotis de los pozos destinados a determinacion por microscopia.
6.1.5. Fijar el frotis con metanol

6.1.6. Realizar coloracién de Giemsa

6.2. Determinacion por fluorometria

6.2.1. Centrifugar la placa de 96 pozos a 2000rpm x 5min

6.2.2. Descartar el sobrenadante y re suspender el pellet en 150ul de PBS 1X
6.2.3. Repita pasos 4.4.1y 4.4.2

6.2.4. Transferir 100 yL de cada pozo a una placa de 96 pozos negra.

6.2.5. Agregar 100 pL de SYBR 2X en buffer de lisis, mezclar para garantizar hemolisis

completa.

6.2.6. Incubar a temperatura ambiente por 2 horas en la oscuridad
6.2.7. Leer en el fluorometro (Excitacion 485nm y emision 538nm)
7. Calculo de parasitemia

7.1. Calculo de la parasitemia por microscopia

7.1.1. Realizar conteo de glébulos rojos parasitados y no parasitados por el método visual

(1000 globulos rojos totales)

7.1.2. Realizar calculo de parasitemia y porcentaje de inhibicion de acuerdo con las

ecuaciones

% Parasitemia = (Globulos rojos parasitados/ glébulos rojos totales) * 100

7.1.3. Calculo del porcentaje de inhibicion

% de Inhibicién =

((parasitemia de blanco — Parasitemia de muestra)/ parasitemia de blanco) * 100

8. Ajuste de hematocrito y parasitemia para montaje en placa



8.1. Tome una muestra de la caja de cultivo a emplear y realice determinacién de

parasitemia por conteo microscoépico.

8.2. En la orden de trabajo anexa a este protocolo (Hoja de Excel), digite en la celda G45

el valor determinado

8.3. La hoja de calculo arroja la cantidad en ul de GRP a emplear (Celda G49) y la cantidad
de GRS a emplear (G50).

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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D. Anexo: Procedimiento operacional
estandar para el desarrollo de la prueba
supresiva de 4 dias (Test de Peters) de
actividad antimalarica in vivo.

GARAVITO G. (2003) Estandarizacion de dos modelos de actividad antimalarica como
herramientas para la evaluacion farmacoldgica de sustancias o extractos de origen vegetal.

Tesis de M.Sc., Universidad Nacional de Colombia, Departamento de Farmacia

DIAGRAMA DE FLUJO

| Saleccionar los animales I ‘ ;po%nﬂ:ce ?
._,_‘___.--"'_'_'
Apendice 3
Mantener la Cepa Infectar los ratones 5.0

t . 4 —

:: : ‘ Tratar los animales | ‘ Apéndice 5
Apandice 2 BOE
POE '

i5e logra
descariar

S

. . ) | Declarar active el extracto o ]
Diligenciar formulario
de reporte de '

| Parte 2 Diss |‘ l;;:e—alf-z

. ‘—-___--'—'_'-'.-_
| Seleccionar los animales l‘ gge:nuicm

Declarar inacfivo el
extracto o sustancia

-.__-_.__d"_'_'-__.
- Apéndics 3
| Mantener ia Cepa | .J Infectsr los ratones | ‘ 25
‘ I

Apéndice §

| Tratar los animales l ‘ POE
POE ' .

| Determinar la Dlss por regresion logistica |

4(_ Diligenciar formulario de reporte de )




El ensayo estandar, de acuerdo con la capacidad instalada, comprende la evaluacion de

cuatro sustancias o extractos, un grupo testigo con el vehiculo de las sustancias y un grupo

control tratado con cloroquina difosfato segun el siguiente disefio 1.

DiA DiA 0 D!A +1 DIA + 4
D!A +2 Seguimiento
Fecha: DIA +3
GRUPO 1 (Testigo)
3 ratones; Vehiculo de
tratamientos. Infeccian de
cada animal
GRUPO 2 (Control . CU?én % Tratamiento
af:tn o) 3 ratones —y :> 1 0513 __angbulos . d:] lecswn
o extracto de raferenciz), rojos el vehi';ulo
parasitados ?
- : (GRP) en 100 con e_I'com:rc-I
GRUPO 3 (Sustancia o ul. Via IP activo o la
extracto 1) 3 ratones 3:' tratamiento sustancia de Seguimiento
:> de los prueba, segin Toma de de los grupos
les con corresponda; extendidos v evaluando
el vehiculo, a&;ljn;:;radlz; e b d.e mortalidad
: s cada diaa parasitemias hasta el punto
GRUPO 4 (Sustancia o con el control ot ity e &5+ 4. firal Ao la
extracto I) 3 ratones :> activo de 1a primera priska.
ﬁm{ it do'sig‘
extracto de Y
referenciz) 0 la
GRUPO 5 (Sustancia o sustancia de
extracto 3) 5 ratones prueba, segin
:> corresponda;
administrada
dos (2) horas
GRUPO 6 (Sustancia o Wapos o s
cion.

extracto 4) 3 ratones

>

1.0 Seleccion de los animales

El dia de la infeccién se seleccionan 30 ratones del mismo género sanos tipo ICR

de cuatro semanas de edad, con peso 20+2 g y se asignan por peso a seis grupos.

Se asignan al azar los tratamientos a cada uno de los grupos de animales

seleccionados segun lo establecido en el Apéndice 1.

Colocar los animales en 6 jaulas, completamente identificadas, con alimento y agua

ad libitum.
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FECHA: No. ANIMALES SELECCIONADOS: DIA NACIMIENTO:

Coloque las etiquetas de las cajas de origen de los animales:
2.0 Infeccién de los ratones
2.1 Preparacién del inoculo

La cepa es mantenida mediante repiques sucesivos en ratones, El DIA - 4 (4 dias previo a
la prueba) debe realizarse el ultimo repique con la cepa de Plasmodium berghei, de manera
que el DIA 0, de inicio del ensayo, presente una parasitemia aproximadamente del 50 %

(ver Apéndice 2)

FECHA DE ULTIMA INFECCION: CODIGO LOTE SEMILLA:

2.2 Calculo para preparar la suspension de Glébulos Rojos Parasitados (GRP) para

infectar los ratones.

Evaliue la parasitemia de los ratones donadores infectados mediante extendido y

coloracién (Apéndice 3), de manera que se obtenga el porcentaje de parasitemia.

Con el porcentaje de parasitemia obtenido, seleccione el ratén donador y la cantidad de
sangre a tomar de este lo mismo que las diluciones necesarias, diligencie el formato del
Apéndice 4. ESTOS CALCULOS SE ENCUENTRAN PROGRAMADOS EN LA ORDEN
DE TRABAJO; HOJA DE MICROSOFT EXCEL® ANEXA A ESTE PROCEDIMIENTO.

2.3 Inoculacion de los animales

Con la suspensién de GRP preparada en 2.2, proceda a infectar los ratones mediante la
inoculacién por via intraperitoneal (IP) de 100 yL de la suspension a cada animal. Tanto la
inoculacion como el tratamiento administrado a los animales debe ser realizado por

personal previamente entrenado en estos procedimientos.
3.0 Tratamiento de los Animales

3.1 Calculo para preparar la dosis de administracion de las sustancias o extractos para el

tratamiento de los ratones infectados.



Se deben preparar soluciones o suspensiones que vehiculicen las sustancias o extractos
a evaluar, el célculo debe permitir obtener la cantidad suficiente para la administracion de
100 pL cada dia durante un periodo de cuatro dias. Ver Apéndice 5. ESTOS CALCULOS
SE ENCUENTRAN PROGRAMADOS EN LA ORDEN DE TRABAJO; HOJA DE
MICROSOFT EXCEL® ANEXA A ESTE PROCEDIMIENTO.

3.2 Administracion del tratamiento

Dos horas después de la infeccion administre la primera dosis del tratamiento preparado

en 3.1 por via oral (p.o.)

Administre durante tres dias mas la dosis del tratamiento a cada animal a la misma hora

de la primera dosis.
4.0 Evaluacién de la prueba
4.1 Determinacion del Porcentaje de Inhibicion

El DIA + 4, de desarrollo de la prueba se procede a la toma de extendidos de sangre, de

cada uno de los ratones y coloracion (ver Apéndice 3) para su posterior conteo 6ptico y

obtencion del porcentaje de inhibicidn, para cada sustancia o extracto, de acuerdo con la

siguiente formula:

% inhibicion = Parasitemia Grupo Testigo (vehiculo) — Parasitemia Grupo Control Activo
Parasitemia Grupo Testigo (vehiculo)

4.2 Punto final de la prueba y Evaluacion de posible efecto curativo.

El punto final de la prueba establece el momento de eutanasia, que se relaciona con la
inhabilidad del animal para proveer mas informacion dentro del estudio y con el fin de
prevenir un mayor sufrimiento. Se hace observacion, dos veces al dia de los animales,
posterior al DIA + 4, estableciendo un balance, costo ético — beneficio para la prueba (entre
sintomas de sufrimiento y el posible efecto curativo). Se programa inmediatamente la
eutanasia de los ejemplares cuando estos evidencien sintomas indicativos de afeccion del

SNC o cuando exista un marcado e irreversible deterioro del animal.

En ausencia de las condiciones anteriores se prosigue con el mantenimiento de los

animales evaluando la supervivencia, considerando para aquellos animales que
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sobrevivan mas de 35 dias (con evaluaciones posteriores de parasitemia cada 7 dias)
hacer sangrado e infeccién de nuevos ratones con esa sangre; si los nuevos animales no

desarrollan la enfermedad dentro de 21 dias se considera un efecto curativo.
4.3 Riesgo Bioldgico

Se tendran en cuenta las recomendaciones internacionales acerca del uso 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 de
investigacion en Colombia y asi como también el estatuto nacional de proteccion de los
animales (ley 84 de 1989). De igual forma, se seguiran las normas establecidas por el
Bioterio de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia en cuanto al manejo y
disposicion de material bioldgico. Los protocolos experimentales empleados en este
proyecto cuentan con el aval del comité de ética de la Facultad de Ciencias. Se busca
causar el minimo sufrimiento posible a los animales teniendo en cuenta un punto final

adecuado para los fines experimentales evitando al maximo el malestar generado

inevitablemente por la infeccion asi mismo se busca utilizar el menor numero de animales

por grupo de tratamiento.
4 .4 Determinacion de la Dlsg

Esta determinacion se hace solo para aquellos extractos o sustancias que presentan un
porcentaje de inhibicion de la parasitemia superior al 50 % (a una dosis de extractos crudos
= 400 mg/Kg., fracciones = 100 mg/Kg) en el ensayo de evaluacion inicial y por lo tanto

requiere el desarrollo del protocolo sefialado como disefo 1

La DI50 de una sustancia o extracto se determina a través de un modelo de regresion

logistica dosis-respuesta.
4.2.1 Parametros de calidad de la Interpolacién

Para la obtencién de la Dlsg de cada extracto o sustancia se deben obtener minimo cuatro
(4) puntos (ubicados entre el 20 y el 80 % de la respuesta) cada uno de los cuales

representa el promedio de la respuesta del grupo tratado a una dosis dada.



5.0 Equipos, Materiales y Reactivos

5.1 EQUIPOS

1.

2.

Balanza electréonica Shimadzu BP 221S

Microscopio Olimpus CH2

5.2 MATERIALES

. Jaulas de mantenimiento de los animales
.Jeringasde 1 mLy 5 mL

. Laminas para microscopio

. Placa de icopor recubierto de papel aluminio

. Camara de anestesia
. Guantes desechables
. Algodon

. Tubos de vidrio

. Tubos de congelacion

5.3 REACTIVOS

1.

2.

8.

Cloroquina difosfato Boehringer Mannheim GmbH

Globulos Rojos Parasitados (Lote Semilla)

. Agua destilada

. Dimetil sulfoxido DMSO 99.5 % Sigma
. Metanol p.a. Merck

. Solucién Salina Normal SSN.

. Solucién madre colorante Giemsa

Aceite de inmersién Albor

100 Actividad antimalarica de una preparacion tradicional indigena en

combinacion con farmacos de uso comun en la enfermedad
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9. Heparina sédica 25000 U /5 mL 0 5000 U /5 mL
10. Eter o Cloroformo Merck

11. Alcohol desinfectante
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E. Anexo: Aval Comité de Etica Facultad
de Ciencias Universidad Nacional de
Colombia-Sede Bogota Para el desarrollo
del proyecto.

El comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional otorgd el aval
para el desarrollo de actividad biolégica con animales en la evaluacion de toxicidad oral
aguda y actividad antimalarica in vivo. El proyecto se desarrollé en el marco del proyecto
“Alternativas terapéuticas para el tratamiento de la malaria, a partir de plantas con
antecedentes etnofarmacologicos: evaluacion fitoquimica y valoracién preclinica”
financiado por Colciencias.

7 NACIONAL
DE COLOMBIA
SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, Junio 10 de 2014

Profesora
Piiar Ester Luengas
Departamento de Farmacia

Respetada Profesora:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunion realizada
el dia 9 de Junio de 2014 (Acta 04), evalu6 aspectos éticos del proyecto presentado por usted.
Como resultado de esta revisiéon, el Comité considera que el proyecto cumple con los aspectos
éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto final.

Proyecto: Desarrollo hacia la estandarizacion de un extracto con antecedentes
etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, a partir de la evaluacion fitoquimica y de actividad
biol6égica de especies promisorias colombianas.

Responsables: Pilar Ester Luengas Caicedo y Jorge Enrique Hernandez Carvajal (Grupo
TECPRONA), Giovanny Garavito Céardenas (Grupo FaMeTra), Luis Fernando Ospina Giraldo
(Grupo Principios Bioactivos en Plantas Medicinales, COL0014832).

Observaciones:

En esta investigacién se pretende hacer una caracterizacion fitoquimica y farmacolégica, asi como
evaluar la toxicidad aguda, de extractos provenientes de plantas usadas en el tratamiento de la
malaria. Se emplearan cultivos de Plasmodium falciparum para la evaluacién de la actividad
antiplasmodial in vitro. También, se empleara un modelo in vivo de malaria murina. Se asume el
compromiso de acoger recomendaciones de la Resolucion 8430 de 1993 (Min. Salud Publica) en
cuanto a la experimentacion preclinica con animales de laboratorio. Ademas, se establece el
compromiso del entrenamiento adecuado del personal participante, el manejo y desecho de
residuos biolégicos siguiendo protocolos de gestion ambiental.

La colecta de material vegetal estara amparada bajo un permiso marco institucional (segun
Decreto 1376 de 2013, que reglamenta el permiso de recolecciéon de especimenes de especies
silvestres de la diversidad biolégica con fines de investigacion cientifica no comercial).

Concepto- ado.

NANDO OSPINA G.
Coordinador Comité de Etica

13

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
Correo electrénico: Ifospinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América






F. Anexo: Procedimiento para la realizacion de los ensayos
de toxicidad in vivo, segun la OECD.

Para la realizacion de los ensayos de toxicidad aguda por via oral del extracto etandlico y las fracciones obtenidas de C. foxicofera
se empled la guia de la OECD.

v" Procedimiento de ensayo con una dosis inicial de 50 mg/kg de peso corporal

I of

5mg/kg 50mg/kg
3 animals 3 animals

2000mg’kg
3 animals

300mg/kg
3 animals

3anlma':g
3
GHS Category 4 Category Sor
os > 5-50 50 - 300 300 - 2000 Unclassified

LOSO oo
kg bw

«per s%p three animals of 3 single sex { normally females ) areused « = : unclassified
“0.1.23 Number of moribund or dead animals at each step -Testing at 5000 mokg bw.: see Annex 3
~GHS: Globally Harmonzed Classification System (mgkg b w)
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v" Procedimiento de ensayo con una dosis inicial de 300 mg/kg de peso corporal

GHS

LOSO cut-
™o bw

sper slp hime anmas of 3 single sex (normaly females ) amused ! . = : undassified
“0.1.23 Number of morbund ordead anima’s at each step f .T o
~GHS: GClobally Harmanzed Classificaton System imghgbw ) | eafing 515000 mphyb v 500 Annex3




v" Procedimiento de ensayo con una dosis inicial de 2000 mg/kg de peso corporal

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
3 QoD ) o1 ) o) 23 ) Qo1 D

5m S0m

300mg/kg 2000mg/kg
3 animals

3 animals

G G G G G GO G G $
A 4
Category Sor
GHS Lc-hcory c.n.gory 2 00“00'! 3 °""°.'7 4 I ,2‘.:!::.’.’ I Unclassified
3(3}=5C) other 3(at sm) other I’Si 230(:-- iat ‘I?CCG) other 1 i 0
at1" step at1” stao at 4% .

LOS0 cuto®
mgXkgb.w

~per step three animals of asingle sex( normally females ) areused

) o
1% steplat 1" step

«0,12.3: Numberof moribund or dead animals at each step
- OHS: Olobally Harmonized ClassiScation System (mgihg b.w.)

« = :unclas sified
« Testing 2 5000 mghg b.w.: see Anmax)







G. Anexo: Manuscrito elaborado a partir
de los resultados de Ila evaluacion
antiplasmodial y fitoquimica de cinco
plantas preseleccionadas
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H. Anexo: Espectros UV de los picos
seleccionados en el estudio de Ila
variacion quimica del extracto etandélico
de C. toxicofera.

Espectros UV de los picos seleccionados del extracto etandlico de C. toxicofera en época
seca (1) y época lluviosa (2).
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I. Anexo: Test estadisticos para evaluar
la normalidad de los datos
correspondientes a resultados del
ensayo in vivo de extracto etandlico y
fracciones alcaloidales de C. toxicofera

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO % de Parasitemia 26 0,00 5,23 0,91 00,0977

Método grafico: grafico Q-Q plot




21C Contribucion a la estandarizacion de un extracto de plantas con
antecedentes etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio

de evaluacion fitoquimica y actividad biolégica.

Analisis de la varianza

Variable N R® R®f Aj CV
$ de Parasitemia 26 0,72 0,65 17,08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo 1796,05 5 359,21 10,49 <0,0001
Tratamiento 1796,05 5 359,21 10,49 <0,0001
Errorx 685,07 20 34,25
Total 2481,12 25

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,86283
Error: 34,2533 gl: 20

Tratamiento Medias n E.E.
Cloroquina 19,20 5 2,62 A
CTFNA 31,00 3 3,38 A B
CTFA 33,60 5 2,62 B
CTFAC 39,40 5 2,62 B
Vehiculo 41,67 3 3,38 B
CTETOHS 42,40 5 2,62 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

(p > 0,05)
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J. Anexo: Seguimiento cromatografico
por CCD del fraccionamiento en columna

abierta de la fraccidon alcaloidal
FRDCM 2.

A. Observacion al visible

1-27 28 29-32 33-35 36-37 38 39-40 41-45 46-47 48 49 50-53 54 55-57 58 59-60 61-63 64 65-66 67

67 68-70 71-73 74-77 78 79 80 81 82 83 84 85
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21z Contribucion a la estandarizacion de un extracto de plantas con
antecedentes etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio
de evaluacion fitoquimica y actividad biolégica.

B. Revelador de Dragendorff para placa

127 28 29-32 33-35 36-37 38 39-40 4145 46-47 48 49  50-53 54  55-57 58 59-60 61-63 64  65-66 67

67 68-70 71-73 74-77 78 79 80 81 82 83 84 85
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C. Observacion UV-366

127 28 29-32 33-35 36-37 38 39-40 41-45 46-47 48 49 50-53 54 55-57 58 59-60 61-63 64 65-66 67

67 68-70 71-73 74-77 78 79 80 81 82 83 84 85




214 Contribucion a la estandarizacion de un extracto de plantas con
antecedentes etnofarmacolégicos de actividad antimalarica, por medio
de evaluacion fitoquimica y actividad biolégica.

D. Observacion UV-254.

1-27 28 29-32 33-35 36-37 38 39-40 41-45 46-47 48 49 50-53 54 55-57 58 59-60 61-63 64 65-66 67

67 68-70 71-73 74-77 78 79 80 81 82 83 84 85




