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1.RESUMEN

La malaria es ain hoy la enfermedad parasitica mas importante a mivel
mundial. La resistencia del prncipal agente causante, Plasmodium
faldparum, al tratamiento con los medicamentos clasicos, sobre todo
cloroquina, asi como la resistencia del mosquito @& los insecticidas han
agravado la situacién (6).

Es por ello que el objetivo de este estudio fue encontrar la fraccion que
contenga €] o los principios activos, de la corteza de la planta Simarouba
glauca (aceituno, jocote de mico), segun la conclusion de MedinillaB en su
informe de investigacion denominado “Fraccionamiento fitoquimico
bioguiado de algunas plantas comunmente usadas en Guatemala contra la
malarig” cuya conclusién afirma que para dicha planta existe correlacion entre
accion antiplasmédica in vitro (contra Plasmodium berghei) y citotoxicidad
in vivo (contra Artemia salina), para dicha planta.

Para dicho fraccionamiento, se procedid a dejar el matenal
pulverizado de la planta en maceracién exhaustiva mediante eter de petroleo,
cloroformo, cloroformo:metanol (9:1) y finalmente metanol, los solventes
utilizados para dicho fraccionamiento fueron eliminados mediante evaporador
rotatorio.

. Para la evaluacién in vivo de las fracciones obtenidas por el
procedimiento anteriormente mencionado, se utilizo el método en microplaca
disefiado por Solis.P y colaboradores (27), para ensayar citotoxicidad en los
nauplios de A. salina.

Los resultados obtenidos de las diferentes fracciones demostraron que

la fraccién de cloroformo fue la mas citotoxica obtemiéndose una




g (concentracién ietal mediay=CLs=488pg/ml, seguida de la  fraccion

cloroformo:metanol (9:1) CLs=503ug/ml no asi las fracciones de eter de
petréleo CLs= >1000pg/ml vy metanol CLsy = >1000pg/ml, los datos
obtenidos fueron analizados mediante el programa de computadora Finney
(D.0.5).

Respectb ala caracterizacién fitoquimica por cromatografia en capa fina
se eligieron aquellas fracciones que mostraron accion citotdxico en A. salina
encontrandose , que la corteza de Simarouba glauca contiene principios

amargos.

Es asi que con el presente trabajo de tesis se pretende contnbuir en la
investigacion de Simarouba glauca por su efecto antimaldrico, y asi
proporcionar a la poblacién en un plazo de tiempo razonable medicamentos
efectivos para la malaria, a un bajo costo, accestbles, seguros y efectivo




2. INTRODUCCION

La malaria enfermedad causada por parésitos del género Plasmodium
es ain hoy la enfermedad parasitica, mas importante a nivel mundial. afecta
atrededor de 200 a 300 millones de personas en 102 paises (1), la causa de
aproximadamente 1.5 a 3 millones de muertes al afio, sobre todo en nifios (2).
Las razones por las cuales la malaria ain  representa un serio problema,
son principalmente el desarrollo de resistencia del P. falciparum y
P. vivax alas drogas antimaldricas, asi como la adquirida por los mosquitos
del género Anopheles alos insecticidas (1).

La resistencia del principal agente causante, Plasmodium falciparum,
a los medicamentos comiinmente empleados para el tratamiento, sobre todo la
cloroquing, es probablemente el problema mas importante por el cual no se
ha logrado un efectivo control. Las migraciones poblacionales también han
contribuido a que dicha resistencia se extienda a otras regiones (3). A pesar de
los recientes avances de la tecnologia genética, y los estudios realizados por ¢l
cientifico colombiano Patorroyo, respecto a una vacuna activa contra la
malaria, apenas se tiene un éxito parcial en cuanto a la proteccion contra la
enfermedad (4,5). Es asi como el criterio que prevalece a nivel internacional
es que atin habra necesidad de utilizar agentes quimioteripicos durante varios
afios (3). -

Por lo anterior, surge el interés por investigar plantas usadas en
medicina tradicional, para el tratamiento de la malaria y asi desarrollar nuevas
drogas quimioterapicas, que actien mediante diferentes Mecanismos y que no
estén sujetas a resistencia cruzada entre ellas.
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La presente investigacion fue desarrollada, con el propdsito de
efectuar el fraccionamiento fitoquimico bioguiado, de la corteza de
Simarouba glauca , se utilizd para ello la evaluacién de la accién citotoxica
in vive, vy asi tener un parametro en cuanto los posibles riesgos que implique
su ui:i]jzacién._Por otro lado, al considerar las conclusiones del trabajo de
investigacion de Medinilla, (6), existe correlacion entre el efecto
antiplasmédico y citotdxico, cuando se trabaja con especies de la
Simaroubacese, tal como S. glaxuca. De manera que, la ventaja de haber
utilizado la actividad citotéxica como bioensayo, consiste en que permite
guiar el fraccionamiento, sin necesidad de utilizar ¢l ensayo in vitre contra
Plasmodinm , que resulta ser mucho mas complicado y costoso.




3.ANTECEDENTES

3.1 EPIDEMIOLOGIA DE LA MALARIA EN EL MUNDO

Los intentos a gran escala con ¢l objeto de erradicar la malania de la
mayor parte del mundo fueron imciados en la década de 1950, pero
fracasaron debido principalmente al desarrollo de resistencia de los mosquitos
del pénero Amopheles a los insecticidas, asi como la resistencia de los
principales agentes causantes, P. falciparum y P.vivax a las drogas
antimalaricas. Aunque mas de 30 paises fueron liberados de la malaria y en
otros se logré disminuir en forma marcada su incidencia y prevalencia, la
mayoria de las areas tropicales en donde la enfermedad es endémica muestra
un sumento de Ia malaria (7). Esto hace que el paludismo sea la infeccién més
impoﬁmte del mundo, ya que en muchas ciudades aumenta. Ség\fm lo indica
el director general de la Organizacion Mundial de la Salud, anualmente muere
entre 1.5 a 3 millones de personas a consecuencia de la malaria (2). Este
problema de salud es principalmente mas prevalente y devastador en Africa, a
pesar de muchas investigaciones y esfuerzos por controlarla por las iltimas
dos décadas, al extremo que en muchas partes de Africa los individuos deben
tomar 200mg de proguanil diariamente, juntamente con cloroqilina a dosts de
5Smg/Kg de peso por semana como profilaxis (8). La tendencia en afios
recientes se dirige al aumento de la participacién de la comunidad (9), asi
como a la descentralizacién y diversificacién de servicios de salud (10).
Aungue el involucramiento de la comunidad no es garantia del conirol de la
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malaria, es necesario que el hombrc‘ comprenda el impacto de esta
enfermedad sobre la

salud de nifios y mujeres embarazadas, asi como las medidas de prevencién
que deben aplicarse a lo largo del afio, atin cuando no sean visibles los

mosquitos (9).
3.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA MALARTA EN GUATEMALA

La malaria representa un serio problema de salud en Guatemala. Cubre

aproximadamente un 74 % de su territorio (3), manteniéndose la incidencia
malfrica en mniveles elevados durante los dltimos afios. Asi se tieme, por
eiemplo, que en el afio de 1992 hubo 57,560 casos registrados. De ellos, la
mayor proporcién corresponde a los departamentos del Petén, Alla Verapaz,
Quiché e Izabal (11). _
El control de la enfermedad se realiza a través de los clasicos meétodos
quimioterapicos, y se combaten los mosquitos mediante el uso de insecticidas
organofosforados y piretroides dentro de las viviendas, cada tres meses.
También se utilizan productos biolégicos tales como Bacillus turingiensis,
aunque en pequefia escala, contra las larvas del mosquitos (3).

Durante los primeros afios de la campafia desarrollada por las
autoridades guatemaltecas (1966-1974), las medidas adoptadas permitieron
obtener una significativa reduccién en la prevalencia de malaria. Sin embargo,
desde 1975 se manifiesta un aumento en la morbilidad, a causa del uso
indiscriminado de insecticidas, lo que ha inducido resistencia de los




mosquitos a muchos de ellos. Asi mismo, la discontinuidad en las medidas
aplicadas, y problemas de tipo administrativo agravan Ia situacion (3).

3.3 TIPOS DE PALUDISMO

La malaria humana es provocada por cuatro especies de protozoarios
intracelulares obligados del genéro Plasmedium ; estos parasitos se
reproducen en forma asexual en el hombre, pero lo hacen sexualmente en los
mosquitos hembras (género Anopheles). Cada especie posee caracteristicas
morfolégicas diferentes, y la enfermedad causada por cada una de estas
especies también es caracteristica (7).

El paludismo es causado especialmente por cuafro especies de plasmodios
(12).

3.3.1 Plasmodium falciparum, productor de la forma terciana de la
enfermedad (12). Esta especie es 1a més letal de las cuatro
responsables de malaria humana (13). Se caracteriza por
producir accesos irregulares, cada 36 a 48 horas, y ain a veces
con fiebre continua, de curso maligno y ain fatal, por invasién

parasitaria del cerebro (12). La demora del tratamiento después
dela demostracion de los parasitos en la sangre puede llevar a
un estado irreversible de shock y la muerte puede producirse
incluso después de que la  sangre periférica no tenga
parésitos. Si se trata temprano, la infeccion responde generalmente
con rapidez ala administracion de drogas efectivas y no habria




recaidas, pero si el tratamiento es inadecuado, puede resurgir
por parésitos que persisten en la sangre (7).

3.3.2 Plasmodium vivax , productor de la forma terciana benigna.
Produce ataques clinicos febriles mas leves que los de P.
f@m, cada 48 horas. Tiene bajo indice de mortalidad en
adultos no tratados, y constituye el paludismo mas frecuente
(7,12). La infeccion se caracteriza por recaidas que se
} producen durante dos afios por lo menos después de 1a infeccion

prmaria (7).

3.3.3 Plasmodinum malariae, causante de 1a forma cuartana. Induce
malaria con ataques febriles cada 72 horas, que constituye una

forma menos comin y de menor importancia practica (12).

3.3.4 Plasmodium ovale, que provoca una forma ierciana muy
benigna, muy rara y de poca importancia (12).

3.4 CICLOS PARASITARIOS

Los parasitos del paludismo o plasmodios atraviesan dos ciclos en su

existencia;

3.4.1 Lafase sexual extrinseca, anofelina o esporogonia, que se
produce en el organismo de mosquitos del género Anopheles

(12).




3.4.2 Fase asexual intrinseca, humana o esquizogonia, gue es la que
produce el paludismo, el hombre es hospedero mtermediario
del parastto (12).
3.4.2.1 La infeccion inicia cuando una hembra del mosquito

Anopheles parasitada, inocula esporozoitos; luego
son levados por la circulacion, y los mismos
penetran en las células parenquimatosas (13), donde se
multiplican y desarrollan  para formar esquizontes
tisulares, que constituyen el estadio preeritrocitico o
exoeritrocitico, representa la fase tisular primana de
la enfermedad la que corresponde al periodo de
incubacién asintomstico (12,13), que dura alrededor de 7
dias parael paludismo vivax, 15diaspara el
paludismo cuartano (12), y 6.5 dias para el paludismo
falciparum (13).

3.4.2.2 Los esquizontes tisulares maduran, sufren una ruptura y
cada uno de ellos libera millares de merozoitos; estos
merozoitos ingresan en la circulacién, imvaden los
eritrocitos, ¢ inician el estadio entrocitico , o ciclo
sanguineo dela infeccion, origmando los sintomas

de la enfermedad (7, 12,13). En las infecciones por
P. falciparum y P.malarine , los esquizontes tisulares
estallan en forma mas o menos  simultianea y no

dejan formas parasitarias en el higado. Pero en las
infecciones por P. vivax y P. ovale algunos
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parésitos tisulares permanecen  latentes (formas
latentes o hipnozoitos) y son capaces de proliferar y
producir recurrencias o recaidas meses 0 afios mas tarde
(7). Los merozoitos se transforman en trofozoitos {forma
anular), que al madurar forman los esquizontes hemdticos
(division del niicleo), que llenan el eritrocito parasitado,
dividiéndose en corptisculos. Los merozoitos eritrociticos,
que se liberan al estallar el eritrocito, van a parasitar a
otros, repitiéndose el proceso denominado esquizogonia
eritrocitica. Al destruirse los eritrocitos (hemolisis) liberan
ala circulacién merozoitos, metabolitos producidos por el
parésito, asi como productos de la desintegracion de los
mismos hematies, en fin proteinas extrafias que dan origen
al ataque palidico febril  (accién de pirdgenos)
caracterizado por periodos de escalofrio, calor (40 °Ca
41°C) y sudor tipicos (12).

3.4.2.3 Una vez que el proceso de esquizogonia eritrocitica se
repite varias veces, los parasitos asexuales 0 merozoitos
se diferencian dentro de los entrocitos en su forma
sexnal o gametocitos. Estos no originan sintomas, pero
sirven para transmitir la enfermedad a través del
mosquito (12).

3.4.2.4Cuando el mosquito hembra pica a un individuo palidico
e ingjere su sangre, lleva al estomago de aquél las




formas asexuales, que son destrmdas, y las formas

sexusales o gametocitos, que resisten, temendo lugar la
fecundacion; la célula resultante o zigote atraviesa la pared
gastrica en forma de ooquineto para formar el ooquuste,
del  que se liberan, una vez roto, los esporozoitos que
alcanzan las glandulas salivales del mosquito, histo para
transmtir 1a enfermedad al ser humano. A todo este
proceso de reproduccién sexual se denomina

esporogona (12).

3.5 PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS CONTRA LA MALARIA

La resistencia de los mosquitos a los insecticidas comunes, asi como la
adquinda por las especies de Plasmodiurm a los modemos agentes
quimioterdpicos en Asia, Africa, Sur y Centroamérica han permitido que la
malaria sea actualmente la enfermedad tropical mas comin a mvel mundial
(6). A mediados de la década de los ochenta, Manuel Patarroyo, cientifico
colombiano del Instituto de Inmunologia en Bogotd, publicé sus resultados
concernientes al éxito parcial de proteccion de la malaria en Colombia y
Venezuela con una vacuna activa SPf66, producida por péptidos
sintéticos(4,5). Su trabajo fue conocido por los criticos, -quienes opinaron
que sus estudios carecian de grupos  control apropiados, asi como la
conduccidén en un 4rea donde la malaria es comparablemente leve (16). Esto
hizo que surgiera dudas en cuanto a su efectividad en otros lugares del
mundo, principalmente en Africa, en donde la malaria es el problema de salud

11



piiblica mas prevalente y devastador (8). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) esta considerando estudios de ocho vacunas candidatas que
podrian comenzar 2 usarse en seres humanos deniro de los proximos cuatro
afios. David Kaslow del Instituto Nacional de Salud en Washington esta
ensayando con la vacuna “altruistica” para prevenir que s¢ formen parasitos
en ¢l intestino del mosquito (14). Mientras tanto, Patarroyo mejora la vacuna
SPf66 con la agregacién de nuevos péptidos, incluyendo una proteina
superficial que permita bloquear la entrada del perasito a los eritrocitos (14).

A pesar de los avances alcanzados para el desarrollio de vacunas
potenciales, hay consenso internacional en cuanto 2 que todavia se necesitari
utilizar en el futuro agentes quimiteripicos para tratar la enfermedad. En
consecuencia, s necesario coniar conm nuevas drogas antimalaricas, con
nuevas formas de accién, y debido a esto, 1a utilizacién e investigacion de las
plantas medicinales es muy importanie en la actualidad (6).

En los afios cincuentas, cuando parecia haberse alcanzado la

erradicacién de la malaria, debido a la introduccion de drogas antimalaricas
tales como la cloroquina, primaquina y pirimetamina ( 14), tanto 2.
falciparsm como P. vivax comenzaron a adquirir resistencia, ongmalmente
en Tailandia y en Columbia (Africa), entre 1959 y 1960. Mas recientemente se
ha propagado en una forma més leve a Asia, Sudamérica y el este de India
Central. Esta situacién se ve ademas complicada por el desarrollo de
resistencia de  P. faleiparum a la pirimetamina y a la sulfadoxina, una
combinacién de drogas que en la actualidad es considerada como la
alternativa més apropiada a la cloroguina para la profilaxis de la malaria por

12




P. falciparum La profilaxis y el tratamiento de las infecciones causadas por
estas cepas resistentes a multiples drogas exigen un retorno el empleo de
agentes esquizonticidas mas antiguos y efectivos, aunque mas toxicos, como
es el caso de la quinina (7), aislada de la corteza de especies de Cinchona (6).
A peéar.dcl amplio uso de las plantas contra la malania, solo existe un
estudio extenso al respecto, que se realizd hace aproximadamente cincuenta
afios. En dicho estudio se evalub plantas provenientes de 123 familias con
antecedentes de accion antimalérica o febrifugas (6). De las diferentes familias
estudiadas, dos de ellas produjeron una serie de exiractos activos: la
Simaroubaceae y Amarillydaceae (6).
Luego, en ¢l afio de 1967, se inicié en la China la evaluacion de la accidn
antimalarica de Artemissia annua.
Se usd extractos acuosos, pero no se obtuvieron buenos resultados. Fue hasta
1971 que se utilizé eter dietilico para la preparacion de los extractos
obteniéndose buenos resultados en ratones y simuos infectados con
Plasmodinm (6,15). Luego de los estudios relacionados con la artemisinina,
se impulsé la investigacion de nuevos agentes antimaléricos derivados de
plantas (6). Debido a que en Guatemala no se habia realizado ningiin estudio
en cuanto a la efectividad de las plantas que cominmente son utilizadas para
el tratamiento del paludismo, en el afio de 1991 Medinilla, inicié la evaluacién
de la actividad farmacoldgica y toxicolégica de algunas plantas guatemaltecas,
entre ellas la coxteza de Simarouba glanca. En dicho estudio se empled como
modelo in vive ratones infectados con Plasmodium berghei, enconirdndose
que el extracto acuoso liofilizado de la corteza de S. glaneca fue capaz de
inducir un 64% de supresién de la parasitemia, a dosis de 750mg/Kg de
peso, al séptimo dia post-infeccion. No se detectaron efeitgg_té;imsaggrpmes
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luego de 1a administracion de 3g/Kg de peso por via oral, diariamente durante
ocho dias {3). En 1994, se continué evaluando la accién farmacoldgica & vive
de los extractos metandlicos de algunas plantas, encontriandose que el
extracto de S. glaxca , & 750mg/Kg indujo un 69% de supresiéon de la
parasitemia, lo cual confirma que esta planta posee valor potencial como
agente antimaldrico. Asimismo se efectud el tamizaje fitoquimico de la
corteza de S. glaxca, que posee principios amargos y flavonoides (1).
Posteriormente se realizd el fraccionamiento fitoquimico bioguiado de
varias plantas, utilizando como ensayos bioldgicos la evaluacién de accién
amtiplasmodica in vitre, asi como citotdxica i vive. Para ello se efectud el
fraccionamiento liquido-liquido con etanol al 70% y diclorometano. Las
fracciones obtenidas fueron concentradas, y su accién antiplasmodica se
evalué in vitro, contra P. falciparum , utilizando la cepa NF-54 sensible a la
cloroquina , v la cepa K, , multi-resistente. De manera paralela se evalué la
citotoxicidad de las fracciones, contra Arfemia salina (camardén salino). De
todas las plantas estudiadas, 1a fraccion diclorometinica de la corteza de .
glauca mostrdé la mayor accidn antiplasﬁédica, ya que redujo en mayor
porcentaje la parasitemia, a una concentracién de 4pg/ml (6). De todas las
fracciones diclorometanicas evaluadas mucamenle la de S. glaxca indujo
efecto citotéxico, obteniéndose una concentraciéon letal media de 46.4 ppm,
atin menor que el valor correspondiente al control positivo, Solamum
nigrescens (126 ppm). En base a lo anterior se concluy6 que el ensayo con A.
salina permite guiar el fraccionamiento fitoquimico de S. glanca (6). La
caracterizacion fitoquimica diclorometémico que mostré accion antiplasmodica
permitié confirmar la presencia de principios amargos y un gran nimero de

flavonoides en dicha fraccion (6).
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3.6 ENSAYO IN VIVO EN MICROPLACA PARA EVALUAR
CITOTOXICIDAD  CON ARTEMIA SALINA (CAMARON
SALINO)

Las larvas de camarén salino (nauplios) se utilizan para evaluar
sustancias toxicas, asi como exiractos de plantas para facilitar el aislamiento
de compuestos biologicamente activos (6). Un nuevo ensayo en microplacas
disefiado por Solis y colaboradores para evaluar citotoxicidad con A. salina
mostré resultados comparables al método de tubo de ensayo publicado
previamente, y asi eliminar la desventaja de tener que utilizar cantidades
relativamente grandes de material (20 mg de extracto crudo y 4mg de
compuesto puro), asi como el hecho de que la preparacion de diluciones
consumen mucho tiempo , y limita ¢l mimere de muestras que puede
ensayarse por experimento (27). Dicho ensayo requiere solo pequeifias
cantidades de compuesto (0.6mg) , y facilita el ensayo de gran mumero de
muestras y diluciones (27). |

La familia Simaroubaceac  se caracieriza por poSeer COmMO
constituyentes a los cuasinoides, compuestos con potente actividad ir vitro
contra P. falciparum, y que a la vez inhibe la sintesis proteica, tanto en
céhulas de mamiferos como en el parasito de malaria, y son téxicos para el
camarén salino. La cuasina, que carece de actividad citotoxica o
antiplasmédica, no muestra toxicidad al utilizar este modelo. Dicho resultado
surgiere que para este grupo de compuestos el test de camarén salino es util
para ¢l tamizaje de extractos vegetales y fraccionamiento de cuasinoides
citotéxicos, obvidndose asi la necesidad de efectuar el dificil y costoso ensayo

antiplasmédico en cada paso del proceso de aislamiento (6).




4.JUSTIFICACION

Guatemala ofrece condiciones apropiadas para la transmision de la
malaria en 80,350 Km’ | de su territorio, lo que corresponde al 74% del total
(6). Aunque durante el periodo de 1966 a 1974 , la incidencia de la
enfermedad declind significativamente, existe un aumento en la morbilidad
desde 1975, la cual se mantiene hasta hoy (1,6), debido a la resistencia del
P falciparum y P.vivax a las drogas quimioterapicas clasicas, asi como la
resistencia del mosquito a los insecticidas comunes. Esto hace necesana la
investipacién de plantas usadas en medicina tradicional para el tratamiento de
la malaria, y asi desarrollar nuevas drogas que actien mediante mecanismos
diferentes a3 los de las ya existentes , y que no estén sujeias a resistencia
cruzada entre ellas. Si se considera la importancia de los resultados reportados
por Medinilla (1,3,6) sobre Simarouba glauca , es necesario continuar con
las sigutentes etapas del fraccionamiento fitoquimico bioguiado. Puesto que
existe correlacion entre accidn antiplasmédica in vitre y citotoxica in vive ,
sobre Artemia salina (6), sc¢ utilizé como bioensayo la evaluacién de
citotoxicidad para guiar ¢l fraccionamiento, ya que de esta forma se invierte
menos tiempo en la preparaciéon de diluciones de las muestras a ensayar se
requiere de cantidades pequefias de extracto (27) y a la vez se reduce el costo
del experimento, o que facilita encontrar la fraccion con mayor accién
antiplasmédica. Todo ésto contribuird a que en el futuro se conozca el o los

principios activos en la corteza de §. glauca.
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5.0BJETIVOS

5.1 General:

Efectuar el fraccionamiento fitoquimico, bioguiado, de la corteza
de Simarouba glauca, mediante el ensayo in vive contra Artemia salina
(camarén salino), con el objeto de encontrar la fraccion en donde se
encuentre el o los componentes responsables del potencial efecto
antimalarico.

5.2 Especificos: |
5.2.1 Determunar ¢l o los solventes apropiados, que mediante maceracion
exhaustiva, permitan una mejor disolucion y extraccidén de los

componentes activos, que contiene la corteza de S. glauca.

~ 8.2.2Evaluar 1a citotoxicidad de las fracciones obtenidas, de manera que
pueda establecerse la que posee mayor actividad contra Artemia
saling.

5.2.3Estandarizar un método por cromatografia en capa fina eficaz y
reproducible, para la caracterizacién fitoquimica de los componentes

presentes en las fracciones con actividad citotoxica.




R

6.HIPOTESIS

6.1F] fraccionamiento fitoguimico, bioguiado, de la corteza de 8. glanca,
medignte solventes de diferentes polaridades, permitira obtener por lo menos

una fraccién en la que pueda demostrarse accion citotoxica.

6.2 Es posible caractenizar, por medio de cromatografia en capa fina, €l o los

componentes quimicos presentes en las fracciones con accidn citoloxica.
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7.MATERIALES Y METODOS

7.1 Universc de trabajo:
-Corteza de Simarouba glauca

-Huevos de camarén salino (nauplios).

7.2 Medios:
7.2.1 Recursos Humanos:
Autora: Br. Sonia Verdnica Hernandez Folgar.
Asesora: Licda. Beatriz Medinilla Aldana.

7.2.2 Recursos Materiales:
~Cristaleria de uso comiin en el laboratorio.
-Homos para desecacion de la corteza. Marca Lindberg blue. Modelo 4478
-Molino para pulverizar material vegetal. Marca Wiley. Modelo No.3
_Balanza semianalitica y analitica.
-Evaporador rotatorio Bugiii.
-Campana para extraccion de gases. |
-Desecadora.

-Cémara cromatografica y asperjadores.

~ -Cromatoplacas de silica gel 60 GF-254.

-Secadora de cabello, para secado de cromatoplacas.
-Céimara con lampara de luz ultravioleta A= 254 nm para

observacion de cromatoplacas. Modelo ENF-240
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-Huevos de camarén salino (nauplios), donados por el
Departamento de Citohistologia de la Facultad de C.C.Q.Qy
Farmacia.

-Microplacas para ensayo de citotoxicidad.

-Pecera para reproduccién de camarén salino.

-Estereéscopo para el conteo de nauphos.

-Computadora para analizar los daios.

-Solventes utilizados para las diferentes maceraciones: éter de
petroleo, cloroformo, metanol.

-Reactivos y solventes para caracterizacion fitoquimica: acetons,
acido acetico,acido formico ,cloroformo, metanol, butanol,
anisaldehido-acido sulfiirico (grado reactivo).

-Dimetilsulféxido -DMSO-

-Sal comercial para peceras.

7.3 Procedimiento:

7.3.1 Recoleccion del matenial vegetal bajo estudio, durante el mes de
febrero, en el municipio de Amatitlan (frente a DIGESEPE).

7.3.2 Desecacion del material vegetal mediante calor artificial, a una
temperatura de 4042 °C.

7.3.3 Molienda de la corteza.

7.3.4 Fraccionamiento fitoquimico: se extrajo el material vegetal
mediante maceracion exhaustiva con éter de petroleo, luego este
solvente se eliminé mediante evaporador rotatorio, el material
vegetal se extrajo mievamente y de 1a misma forma con

cloroformo, cloroformo-metanol (9:1), v finalmente metanol. Los




diferentes extractos se mantuvieron en refrigeracién, dentro de

una desecadorsa.

7.3.5 Disefio Experimental:
Evaluacién de citotoxicidad en Arzemia salina: Este bioensayo
es un método in vive que permite evaluar citotoxicidad en la
larva del camardn salino, que es altamente sensible a un gran
ntmero de  sustancias quimicas y extractos de plantas. La
toxicidad se expresa como concentracién letal media (CLso) (6).

Procedimiento: (27}

7.3.5.1 Se prepar6 agua de mar (3.8 gramos de sal comercial

para peceras en 100 ml. de agua destilada). Esta agua
puede utilizarse por un periodo maximo de dos semanas.
Seguidamente se reoxigeno el agua de mar por 1 hora.
Luego se dividi6 una pecera por medio de una placa de
vidrio, ia cual no debe alcanzar el fondo de ésta. Se peso
80mg. de huevos de Artemia salina y se colocé dentro
de lasecccidn A de la pecera, luego se cubrio ésta
seccién con papel aluminio. Se dejé a temperatura °

ambiente, con Iuz artificial, por 48 horas. las crias salieron

de los nauplios después de 24 horas, y nadaron libres,

emigrando hacia el compartimiento descubierto

(secci6n B).
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7.3.5.2 Después de 48 horas, de la incubacion de los nauphos, se

recogieron para €l bioensayo.

7.3.5.3 Se disolvid el extracto a ensayar en agua de mar, a una
concentracién final de 2mg/ml. Los extractos insolubles
en agua de mar se disolvieron en DMSO '
(concentraci6n final 0.5%), y luego agua de mar.
A partir de esta solucion se prepararon dituciones de 1000,
500, 250, 125, 62.5y 31.25 pg/ml.

73.5.4 Bl examen de citotoxicidad se realiz en duplicado, en
microplacas. En un pozo de una placa de microtitulacion
se agregd 100 microlitros de cada dilucion de extracto, en
triplicado, ast como 100 microlitros de agua de mar y 100
microlitros de nanplios en agua de mar (10-15 nauplios).
Como control negativo se aiiadid en  tres pozos

100 microlitros  de agua de mar con DMSO y 100
microlitros de nauplios y se mezclo suavemente. Como
control positivo se afiadié en tres pozos 100 microlitros
de agua de mar, 100 microlitros de nauplios y 100
microlitros de etanol al 95%. Se incubd a temperatura
ambiente, con luz artificial, por 24 horas.

7.3.5.5 Seguidamente se realizo el conteo de nauplios muertos en

cada pozo, observindose a través de esteredscopo. Luego

se agregd metanol a cada pozo para rL/alos—nﬂ:gphos

e A
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finaimente luego de 15 minutos se realiz6 el conteo del
total de ellos (27).

7.3.5.6 Interpretacion:
El resultado se evalué mediante calcnio dela
concentracién , letal media o sea aquella a la cual ocurre
1a muerte del 50% de los nauplios. Para efectuar dicho
calculo se analizaron los datos con el programa de
computadora Finney (DOS). Los extractos de las
diluciones que no mostraron toxicidad a una
concentracion de Ilmg/ml se consideraron como no

toxIc0os.

7.3.6 La caracterizacion fitoquimica se realizé mediante
cromatografia en capa fina, de los extractos que mostraron
accion citotdxica. Para ello se prepararon diferentes
mezclas de solventes para determinar 1a mejor fase mévil
que lograra separar la mayor cantidad de los componentes
que contiene la corteza  de Simarouba glanca. Las
fases moviles preparadas fueron:

¢ n-Butanol:Acido acético:Agua (60:15:25)

¢ Cloroformo: Acetona:Acido formico (70:10.5:8.5)
+ Clorofonno:Memdlegua (70:30:3)

¢ Cloroformo:metanol: Agua (80:18:2)




# Cloroformo:Metanol (99:1)

# Cloroformo:Metanol (98:2)

# Cloroformo

¢ Cloroformo:Metanol {9:1)

¢ Cloroformo:metanol (95:5)

¢ Acetona:Cloroformo (30:40)

Los resultados de las mejores cromatogramas
obtenidos se presentan mediante fotografias a color.
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8. RESULTADOS

Para realizar el proceso de fraccionamiento por medio de maceracion
exhaustiva del material vegetal pulverizado de la corteza de Simareuba
glawstca, se partié de un peso original de 1315.1 gramos obtemendo asi , un
peso de cada fraccion de : 9.1, 18.1, 57.3 y 36.1 gramos utilizando como
solventes para las mencionadas fracciones éter de petréleo, cloroformo,

cloroformo:metanol (9:1) y metanol respectivamente

8.1Evaluacdén de acdon citotéxica in vive contra Ariemia salna
(camaron salino).

Valores de concenﬁacién letal media de las diferentes fracciones de la corteza
de Simarouba glauca , se uvsaron para dicha extraccion solventes con

gradiente de polaridad creciente.

En latablaNo. 1 se observa que de las fracciones evaluadas , inicamente
las de cloroformoy de cloroformo:metanol (9:1) indujeron efecto
citotdxico , ya que los valores de concentracion letal media son menores a

1000 pg/ml (27)

TABLA No.1
Ensayo in vivo con A. salina
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8.2 Caracterizacién Fitoquimica de las fracciones de Simarouba glauca con

accion citotoxica.

Acetonas ChCla'i
30. -:z40 ;

i' cl

1
Cl = Fracclén Cloroférmica.
Cl:Me= Fracclén Cloroformo: metanol (9:1)
Fase mévil : Acetons: Cloroforme (30:40)
Fase estaclonaria: Silica gel 60 F 254
Revelador: anisaldehido-acldo sulfirico

Figura 2
Cl = Fraccién Cloroférmica.
Cl:Me = Fraeccién Cloroforme : metanol (9:1)
Fasze mévil: Cloroforme: Metanel (95:5)
Fase estacionaria: Silica gel 60 F 254
Revelador anissldehido-acido sulfiirico




Se evalué mediante cromatografia en capa fina, los componentes
fitoquimicos contenidos en las fracciones cloroformica y cloroformo:metanol
(9:1), que mostraron citotoxicidad.

Los cromatogramas muestran bandas de color azul y azul-verdoso luego de la
adicién del reactivo anisaldehido-acide sulfurico.

La mezcla acetona:cloroformo (30:40) permitié separar seis componentes, de
1a fraccion cloroférmica, cuyos valores de Rf son: 0.03, 0.04, 0.12, 0.25, 0.57,
0.78 (ver fig. 1). La mezcla cloroformo:metanol (95:5) permitié aislar nueve
componentes en esta misma fraccion (valores de Rf: 0.04, 0.06, 0.13, 0.19,
0.51, 0.72, 0.77 ,0.83 y 0.89) y cinco componentes en la fraccién
cloroformo:metanol (9:1) (valores de Rf: 0.04, 0.14, 0.51, 0.69, 0.98).
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9.DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla 1 resume los resultados del ensayo de citotoxicidad contra
Artemia saling. De las cuatro fracciones obtenidas de la coreza de
Simarouba gluuca, mediante el método de maceracion exhaustiva, las que
- mdujeron accién citotoxica fueron la de cloroformo (CLs= 488 pg/ml) vy
cloroformo:metanol (9:1) (CLso = 503 pg/mi). La fraccién de éter de petrdleo,
comunmente empleada para separar componentes hpofihcos, asi como la
metanolica, carecen de dicha accion (concentracion letal media mayor a
1000pg/m!). Esto permite deducir que el o los componentes activos de la
planta son relativamente poco polares.

El analisis cromatografico en capa fina permitié caractenizar los
componentes fitoquimicos presentes en las fracciones con accion citotéxica ,
se demostré que Iuego de la adicion del revelador amisaldehido-acido
sulfurico, aparecen bandas azules y azul-verdosas, caracteristicas de
principios amargos (28) , los cuales son grupos de sustancias que se
distinguen por su sabor extremadamente amargo y su estructura terpenoide.
Son bastante solubles en cloroformo v éter etilico , y de gran importancia por
su variada accion  bioldgica (29). Existen informes en cuanto a que
Simarouba glanca contiene en la semilla principios amargos de tipo
cuasinoide: glaucarrubina y glaucarrubinona (24,25). Esta ilima mmhibe de
manera significativa el crecimiento de  P. falciparum in vitro (*ICs= 6
ug/ml) (30) . Es interesante comparar este resultado con el recientemente
publicado por Franssen et al (31) quienes indican que la corteza de esta planta
indujo accidén antiplasmédica ain mayor (ICs;= 0.195 pg/ml) . Si se considera

*Concentracién inhibitoria media
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que ya se ha encontrado cuasinoides antimaldricos en la semilla de esta
especie, es muy probsble que la coreza también posea este fipo de
compuestos.

De todas las fases moviles que se utilizaron para la caracterizacién
fitoquimica de la fraccion cloroférmica , las de clorofomo:metanol (95:5) y
acetona;clorofonno (30:40) permitieron separar mejor los componentes, la
primera de ellas fue la que manifesto mejor resolucion, atribuyéndose dicho
resultado a una mejor afimdad entre las estructuras moleculares de los
componentes que constitwyen la fraccidn cloroformica y la fase moévil. El
mismo comportamiento se observd para la fraccion cloroformo:metanol (9:1).

Los valores de Rf de 1a fraccién cloroféormica (figura 2) fueron: 0.04,

0.06, 0.13, 0.19, 0.51, 0.72, 0.77, 0.83y 0.89 ; mientras que los de 1a fraccion
cloroformo:metanol 9:1 fueron: 0.04, 0.14, 0.51, 0.69 y 0.98. La figura 2
ilustra claramente que la fraccion cloroférmica contiene mayor cantidad de
componentes (nueve), en comparacién con la fraccidn cloroformo:metanol
(9:1) que contiene tinicamente cinco, atribuyéndose dicho comportamiento a
Ia mayor afinidad que existe entre los componentes presentes en la primera
fraccién y la fase movil utilizads, dando como resultado una mejor
resolucién. Al comparar los valores de Rf puede observarse que por lo
menos cuatro de los compuestos presentes en la ltima fraccion se encuentran
también en la fraccion cloroférmica.
Con base a estd podria afirmarse que la fraccion cloroformo:metanol (9:1)
contiene cantidades menores de algunos de los compuestos que no fueron
extraidos por el cloroformo. Lo anterior se puede confirmar , al comparar los
valores de concentracién letal media de la fraccién cloroférmica (CLs, = 488
pg/ml) y de la fraccién cloroformo:metanol (CLsp=503 pg/ml) .




10.CONCLUSIONES
Con base al fraccionamiento fitoquimico biogmado, utilizando

solventes con gradiente de polaridad creciente puede afirmarse lo siguiente:

= Tal como ya se ha publicadec con antenonidad (31), la corieza de
Simarouba glmeca posee accidn citotoxica contra Ariemia salina ; las
fracciones de cloroformo y cloroformometanol (9:1) obtenidas mediante
maceracién exhaustiva, son las que contienen el o los componentes
responsables de dicha accion. De estas fracciones la que posee mayor
accion citotoxica es la cloroférmica (CLgy = 488 pg/ml), segumida de la
fraccién cloroformo:metanol (9:1) (CLsy = 503 pg/mi) . El anshsis de
cromatografia en capa fina permitié comprobar que el cloroformo es el
solvente mas adecuado para extraer los componentes activos, ya que la
mezcla de éste con metanol , en proporcion 95:5 los extrajo en mucho
MENOT Proporcion. _ _

= La caracterizaciéon fitoquimica de ambas fracciones, permitié establecer
que la corteza de Simarouba glauca posee principios amargos. Por otro
lado, las fases moviles apropiadas para caracterizar mediante
cromatografia en capa fina , los componentes filoquimicos de las
fracciones con accidn citotéxica (cloroférmica y cloroformo:metanol 9:1)
fue 1a mezcla de cloroformo:metanol (95:5) , seguida de la mezcla
acetona:cloroformo (30:40).

— Existe més de una fraccién con accion citotoxica, por lo que se acepta la
hipétests planteada. De igual forma para la hipéiesis formulada en la
caracterizacton fitoquimica , ya que se confirmoé que la corteza de

Simarouba glauca posee principios amargos (1).




11.1

11.2
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11.RECOMENDACIONES

Evaluar la accién antiplasmédica in vitro de las fracciones obtenidas |,
contra cepas de Plasmodiurn falciparum sensibles a cloroquina y
multiresistentes, con el propésito de confirmar los resultados obtenidos.

Contimuar con el fraccionamiento fitoquimico de la corteza de
S. glanca, con el objeto de que en el futuro se pueda dilucidar la
estructura  quimica del o los componentes antimalaricos presentes en
ella.
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AREXO0S
Descripcién de la planta Simarouba glauca.
Clasificacién boténica de Simarouba glauca
Dibujo de la planta evaluada.

Ciclo parasitario del Plasmodium en el ser humahno.
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1.

1.1

1.2

Simarpuba glauca D.C { Simarouba versicolor St. Hil)

Nombres comunes:

Aceitunc, arbol del parai=o, corteza SMarga,
chapascuapul, frene, qusanp. Jocote de mico, Juan
priﬁero, jucumicn, mantecén, negrito, clivo, pasa,
palo blanco, simaruba alauvca, simaruba wpazakil,
tacual chapul, zapatero:; perteneciente a la familia

de las Simaroubacese (17.18,1%,20,21,22).

Descripcion:

Simarouba glauca es un arbol peguefio o de mediano
tamafio, a veces de 19 metros de alto. Su tronco mide
TOcms o mas de diametro: las hojas son alargadas, con
foliolos de 10 a 20, cmrigceas o a verces ovalado-
oblongas, lisas, de 5 a 10 cm de largo, alternas u
opuestas, redondeadas en =] Apice, agudas ¥ desigualeé
en la base, verdes en la parte superior y palidas en
e} envés, los margenes & menudo enrollados  hacia
atrds. Las flores son amarillo-verdosas, omm 4 a &
pétalos oblangos u avalados de 4 a & mm de largo; el
caliz mide de 3 a 32.% mm de ancho E3,17,21,22); Los
frutos son ovalados, muy parecidos & una oliva, por
allo 21 nombre local de "aceituno" (17), cambian de

color verde a rojo, v finalmente a purpura-negro.
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Miden de 1.5 a 2.5 ems. de largo. con Jugo blanquesino,
ligeramente astringente. pulpa insipida, ¥y una socla

semilila de color café-naranje (3,17.21,22).

1.3 Origen y distribucion:
Siempre o usualmente de regiones costeras, terrenos
himedos o secos, laderas rocosas ¥y a orilla de
riachuelos en la Florlida, Behamas, Cuba, Jamaica,
Repiblica Dominicense y desde Méxlieco & Panamd. Ia
especle es nativa de Guatemals y corece en el Petén,
Baja verapaz, G@ulche, Izabal, El progreso, Zacapa,
Chiquimula, Jutiapa, Santa Roea, Retalhuleu

(17,18,22).

1.4 Usos populares y estudios farmacolbgicos efectuados:
‘La infusién de la corteza del tronco v la raiz se
emplea como ténico amargo y estomdguico, contra las
lombrices y- otros parésités intestinales,
particularmente contra los tricocéfalos (20,22). En
1951 se reporté que la tintura alﬁohélioa de la
corteza cura la ameblasis (21). En Bolivia una fuerte
decoccién ha sido usada con gran é£xito contra la
diarrea persistente (20,21,22). El1 alcaloide cuasina
de la corteza, se usa en medicina contra las

dispepsaias atdnicas, clorosis, debilidédﬂ general y

vomitos nerviosos (20.22). La infusién amarga de la

corteza es utllizada en Centro América comc remedio
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1.5

para la malaris (17.18,20,21,22) estc se comprobd en
1991 por Medinilla, (3,23). La maceraclén
hidroalcoh6lica de las hojas inhibe el crecimiento de
Salmonella Typhy vy Shigella dysenteriae (11). Las
hojas machacadas en forma de bafioe y fricciones, se
usan, en afecciones cutaneas ¥ prurito (1l1:.
La pulpa del fruto es comestible, ligeramente
astringente e insipida (17,18,20,22). En El1 Salvador se
hace un vino hecho de la decoccitén de la céscara del
fruto, el cual se utiliza contra problemas
estomacales (Z21).

El glicésido toxico de las almendras es empleado

comercialmente en un amebicida llamade “glaumeca™ (21}.

Conatituyentes:

S8e encontraron alcaloides y cﬁasinoides en ié planta
(21). La corteza posee principios amargos ¥
flavonoides (1). La semilla tiene dos cuasinoides
téxicos: glaucarrubina v glaucarrubinona (24,255,
también se encontrd que contiene lipidos, alecoholes
triterpénicos, ésteres de estercles (22). De las
semillas se obtiene 55-65% de grasa y 14% de humedad.
La grasa es verdosa y de ligero sabor amargo, que
luego de refinada se torna blanca, incdora ¥
practicamente carece de sabor (1).

Las almendras de las semillas contienen 88% de aceite
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(257, mas un glicéside eristaline téxlco con férmula
CyoHzg Og : el aceite extraido de las ealmendras se
usa para cocinar y hacer jabén en El Salvedor. Asi
también se ha usado comercislmente en la manufactura

de margarina desde 1946 (Z1).
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2. Clasificacién Botdnica (segun Cronguist) de Simarouba

glauca (11};

-NOMBRES COMUNES: Aceituno,
{(Petén).

-REINQ: Plantae

—-SUBREIND: Embriobionta

-DIVISION: Magnoliophyta

—~CLASE: Megnoliopsida

—-SUBCLASE: Rosidae

-ORDEN: Rosidae

-FAMILIA: Simaroubaceae

—~GENERO: Simarouba

-ESPECIE: Simarouba glaucsa

negrito,

Jucumico,

zapatero
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- ; Pig.1 W maroube vlauce
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Mo3QuIta Que inyecla
- Mosquito que toma eSpPOr070i1os
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Gamelocitos (preeritrocitico)

" Fig. 2 .Ciclo parasitarioc del Plasmodium en el ser humano.




Br. Sonia Verénica Heméandez Folgar
AUTORA

Bl

Licda. Beamz Aldana
ASESORA

mﬁﬂ/{j {4

Licda. Beatriz Batres de Jiménez
DIRECTORA




