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MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

El hombre, ha utilizado diferentes elementos existentes en la
naturaleza, para el tratamiento de sus enfermedades, entre ellos
los vegetales. Los chinos emplearon los polvos de Ch’ang shan para
el tratamiento sintomidtico de la malaria. Esos polvos se preparaban
con las raices de Dichoa febrifuga cuyo principio activo es el
alcaloide de la febrifugina.'? En América, en el Perd precolombino,
se conocia el usc de la corteza del &rbol de la quina-quina,
también preparada en forma de polvos para el tratamiento de las
fiebres. En 1649 la congregacién de San Ignacio de Loyola introdujo
su uso en Europa en donde se le llegé a conocer como el polvo de
los Jesuitas".? Los quimicos Pelletier y Conventou aislaron la
quinina en 1820, alcaloide que contiene el principio activo de los
polvos de la guina. Desde entonces la quinina se constituyé en el
antimaldrico de uso mé&s geeralizado hasta la Segunda Guerra
Mundial.?

En China se ha usado, desde hace 2 mil afios, el Quinghao para
el tratamiento empirico de las fiebres. Se obtiene de Artemisia
annua, planta que crece en forma silvestre. En tiempos
relativamente recientes se aislé e identificé el principio activeo
presente en esta planta. El compuesto fue llamado artemisina y es
distinto en su estructura molecular a los compuestos antimal&ricos

conocidos. Para utilizarlo en humanos, se hicieron pruebas
o



farmacol6gicas, toxicolégicas y pruebas clinicas, llegando a la
conclusién de que es un esquizonticida sanguineo mucho mé&s potente
que la cloroquina o la quinina.*

La bisqueda de nuevos antimalaricos se ha visto influenciada
por la aparicién de resistencia, principalmente de p. falciparum
hacia 1la cloroquina. Esta situacién ha ocasionado que se
establezcan programas para la busqueda de nuevos compuestos. La
resistencia surgié en 1959 en Thailandia y se ha extendido
ampliamente por Africa, América y Asia ocasionando un serio
problema en el control de la malaria. Ademés, existe alarma por la
aparicién de resistencia hacia la cloroquina, de Plagsmodium vivax,
confirmado en varias partes del mundo.?

En México crecen en forma silvestre varias especies del género
Artemisia. De todas ellas s6lo Artemisia ludoviciapna ha sido usada
en el tratamiento empirico de las intermitentes.®7

Se considera importante reconocer si alguna de las artemisias
mexicanas, contiene algun principio active antimalérico en cantidad

suficiente para justificar un estudio en todas sus fases.



EL PARASITO

TAXONOMIA

Los parésitos causantes de la malaria son protozoarios gue
pertenecen al Phylum Apicomplexa®. Los miembros de este Phylum se
caracterizan por tener un complejo apical, formado por una serie de
organelos (anillos polares, conoide, micronemas, roptrias y tubules
subpeliculares) visibles GUnicamente por microscopfa electrénica;
tambien poseen microporc y sexualidad por singamia. No presentan
cilios; todas las especies son parasitas. Para que un protozoarioc
se clasifique dentro de este Phylum debe tener complejo apical en
alguna etapa de su desarrollo. Algunos de estos organelos son
fundamentales para la invasién a la célula huésped.’

La familia Plasmodidae incluye todos aquellos protozoarios
pardsitos que llevan a cabo esquizogonia exoeritrocitica y
eritrocitica con produccién de pigmento en vertebrados y un estadio
gsexual sequido de esporogonia en mosquitos y consta de un sélo
género, el género Plasmodiunm.

En especies del género nggmggium, la esquizogonia tiene lugar
en eritrocitos y también en células tisulares de sus huéspedes
vertebrados (mamiferos, aves y reptiles); la reproducci6én sexual se
efectila en los insectos que actlian como vectores. En todas las
especies de este género bajo condiciones naturales,‘la infeccién
empieza en el huésped vertebrado, cuando el esporozcito es
inoculado por un vector. B, vivax, P. malarise, P, falciparum y B.

ovale son las especies que infectan al hombre.



DESARROLLO Y BIOLOGIA
Los pardsitos del género Plasmodium tienen dos hospederos unc
vertebrade y otro invertebrado (Fig 1). La introduccién del
parésito al hospedero vertebrado se efectia a través de un vector.
En el caso de la malaria humana este vector es la hembra de algunas
especies de mosquito del género Ancopheles, la cual al alimentarse,
es capaz de introducir al huésped vertebrado la forma infectante

del par&sito, el esporozoito.

El esporozoito es una célula de forma alargada, con un
extremo afilado y un extremo romo, que de acuerdo con la especie
puede medir de 9 a 16pm de largo, y de 0.4 a 2.7pm de ancho y posee
un nicleo central de forma oval, el cual se puede observar integro
o fragmentado, en el extremo romo se pueden observar grénules, los
cuales se tifien de color obscuro.' La estructura fina ha sido
investigada por varios autores como se describe a continuacién: la
pelicula del esporozoito se encuentra formada por una membrana
externa delgada, una membrana interna gruesa y una capa de
microtibulos subpeliculares en ndmero de 15 a 16," que nacen en la
regién anterior del parésito y corren hacia la parte media,
desapareciende en su regién posterior. Su funcién ademés de
estructural, puede estar asociada a la movilidad del parésito. La
membrana interna puede presentar discontinuidad. La membrana
externa estd formada casi en su totalidad por una sola proteina,
denominada proteina circunesporozoitica, la cual estéd constituida

por una secuencia repetida de amino&cidos, que varian en numero y




composicién de acuerde a la especie de que se trate. En P,
falciparum la proteina circunesporozoitica se encuentra Zormada por
la repeticién en 36 ocasiones de 4 aminodcidos que son,la
asparagina, alanina, aspargina y prolina (NANP). Se ha observado
que al bloquear a la protefna circumesporozoitica con anticuerpos
monoclonales, el esporozoito pierde su infectividad. Al parecer,
también se encuentra involucrada en la interaccién entre el
esporozoito y la membrana del hepatocito que infecta, Yy ademés

1213 posee un

confiere propiedades inmunogénicas al parésito.
citostoma, organelo que fue descrito originalmente en esta etapa
del parasito por Garnham y col., en 1960; se le encuentra
localizado en la regién media del pardsito y tiene la forma de un
poro circular con una depresién media, la cual se forma por la
unién de la membrana externa con la interna, mide de S0-80mg en la
parte interna y 140mp en la parte externa, algunos autores han
intentado clasificar a los plasmodios de acuerdo al tamafio del
citostoma.'? rambién posee un complejo apical el cual se encuentra
formado por 3 anillos polares, y unos organelos denominados
roptrias y micronemas. Las roptrias son dos elementos de forma
alargada, que pueden llegar hasta la parte media del parésito, se
les observa homogéneamente electrodensas; los micronemas son
numerosos Yy se encuentran distribuidos tanto en la regi6én anterior
como en la parte media del esporozoito. Al parecer los micronemas
se encuentran comunicados con las roptrias y producen un material
electrodenso, el cual es transportado por las roptrias hacia la

regién anterior del pardsito;" se piensa que este material es
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importante para.la penetracién del paré&sito en la célula huésped®.

Las mitocondrias de esporozoitos fueron observados
inicialmente en parasitos de aves por Garnham y col.' y mds tarde
también se encontraron en P, falciparum, distribuidos a través de
su citoplasma, son de forma redonda u oval y miden cerca de 60mp de
di&metro, se encuentran formadas por una doble membrana una interna
y otra externa. La membrana interna forma crestas microtubulares en
la matriz mitocondrial.

El ndecleo presenta una doble membrana porosa y su cromatina se
encuentra agrupada en la periferia; no se ha observado nucleolo™,

" E1l esporozoito se encuentra localizado en las glandulas
salivales de la hembra del mosquito vector y cuando ésta se
alimenta, el pardsito es inoculado al torrente circulatorio del
huésped vertebrado. Arrastrado por el torrente sanguineo llega al
hfgado e invade al hepatocito en un lapso de 20 - 30 minutos. Para
llegar a ésta, su célula blanco, tiene que atravesar al espacio de
Disse a través de las células de Kuffer.' Se menciona que los
hepatocitos pueden tener receptores para el esporozoito,“ actuando
como un sistema de reconocimiento. En el interior del hepatocito el
parasito se encuentra rodeado por la vacuola parasitéfora la cual
es formada por la membrana de la misma célula huésped.’ Dentro de
la vacuola se efectia la esquizogonia exoceritrocitica. Después de
la invasién del hepatocito, los parfsitos empiezan a sufrir
modificaciones, los microtibulos se fragmentan, desaparecen las

estructuras que forman el complejo apical, las mitocondrias se



replican, aumenta el reticulo endoplésmico y se empiezan a obsgrvar
fragmentaciones de la cromatina, que alcanzan al 79 dia entre:SOD
a 1000 fragmentos y al 102 dia se observan los esquizontes
maduros,?%? a veces hasta con 10,000 merozoitos. Posteriormente se
rompen los esquizontes con la salida de los merozoitos los cuales
alcanzan la luz de los vasos sanguineos.?!

Ademds de la formacién de los esquizontes, existen otras
formas intrahep&ticas que se originan a partir de esporozoitos,
dnicamente en las especies de P. vivax y P. ovale, denominadas
hipnozoitos, o formas durmientes. Estos hipnozoitos son estructuras
uninucleadas las cuales miden de 4 a 5pm de di&metro, y son los
causantes de las recaidas.

Las recaidas son definidas como la aparicién de signos y
sintomas de un cuadro clinico de malaria, semanas o meses después
de haber desaparecido el ataque primario de la enfermedad. Las
recafdas se han observado hasta 8 meses después del ataque
primario, aunque este tiempo puede variar de acuerdo con la cepa de
Plasmodium de que se trate.”™ El origen de este fenbmeno se Vvié
envuelto en el mds completo misterio, para explicarlo se postularon
diferentes hip6tesis: la presencia de una infecci6n eritrocitica
prolongada que aparece cuando la respuesta inmune disminuye, o bien
la existencia de partenogénesis en los gametocitos; o la existencia
de un ciclo paraeritrocitico en el cual se pensé que algunos de los
merozoitos (criptozoitos) tenian la capacidad de invadir a otros
hepatocitos y de esta manera mantener la infeccién. En 1946 Shute

propuso la existencia de un estado postesporozoito “el cuerpo X"



como causante de las recaidas. Recientemente Krotoski logré por
inmunofluoresencia identificar unas estructuras en hepatocitos de
chimpances a las 36 y 40 h después de haber sido infectados con
esporozoitos de P. cynomolgi, denominéndolas hipnozoitos. Estas
estructuras son las que mds se asemejan al cuerpo X propuestoc por
shute®®. 1Los hipnozoitos se identificaron como estructuras
uninucleares intracitoplasméaticas en el hepatocito, que alcanzaron
hasta Spm de di&metro al séptimo dia postinfeccién. El mismo autor
aplicé primaquina, un esquizonticida tisular que evita las
recaidas, a los monos en los cuales habla observado esquizontes
como hipnozoitos, encontré que después de la aplicacién de éste
antimalarico ya no se observaron hipnozoitos, este hecho apoya este
descubrimiento.

Los merozoitos hepaticos que han invadido al torrente
sanguineo, utilizan a los eritrocitos como células huésped,
iniciando asl otra etapa dentro del ciclo de vida del parasito. En
esta fase del ciclo se presenta el cuadro clinico caracteristico de

la malaria.

El merozoito es otro estadico del pardsito con capacidad
invasora. Se caracteriza por ser una estructura unicelular de forma
ovoide o alargada que puede medir 1.S5um por 0.8pm y posee un nicleo
localizado centralmente cuya cromatina se encuentra distribuida o
agrupada en la periferia; no existe nucléolo. Su citoplasma se tifie
de un color azul'. La estructura fina del merozoito tiene semejanza

con la del esporozeito por lo cual se mencionan tUnicamente las



diferencias existentes entre ellos. La pelicula del merozoito esta
formada por 3 capas, la membrana interna tiene un grosor de 1504,
formada por segmentos discontinuos que varian en longitud,™ el
citoesqueleto estd formade unicamente por 5 microtibulos

23 La membrana

subpeliculares, con un curso lineal o espiral.
citoplasmitica del merozoito esta compuesta por moléculas de
glicoproteinas o proteinas cuyo peso melecular puede variar de 35
a 250kDa,® las cuales son capaces de reconocer a la célula huésped.
Esta membrana se encuentra formada también por una gran cantidad de
fosfolipidos cuya funcién aun no es muy clara. Existe una cubierta
en la superficie de la membrana denominada glicecalix, con un
espegor de 15-20nm y conformada por pequefias moléculas de
glicoproteinas denominadas “Y" o "T" que se originan a partir de la
membrana plasmética. En este estadio el citostoma del merozoito al
parecer si desempeila su funcién de ingerir nutrientes del
citoplasma de la cé&lula huésped y de esta manera obtener
aminodcidos principalmente a partir de la hemoglobima, utilizando
varias proteasas como la catepsina D, endopeptidasa que degrada a
los polipéptidos en péptidos pequefios y finalmente las
aminopeptidasas, las cuales son capaces de degradar a estos
péptidos en aminc&cides y el grupo Hem.?

La invasién del eritrocito por el parésito va a depender de
factores propios del parédsito asi como de la célula huésped. En el
paréisito es fundamental la presencia del complejo apical, el
citoesqueleto y algunos componentes de .la membrana citoplasmAitica

como protefnas ricas en prolina, glisina y carbohidratos.® 2 gp la
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célula huésped la presencia de receptores en su superficie como el
grupo Duffy y sus determinantes Fy®, Fy® y Fy® para P, vivax y los
oligosacridos de las glicoforinas para P. falciparum.® Se ha
observado que si no existen estos receptores en el eritrocito, son
refractarios a la invasién del merozoito. En aquellos eritrocitos
que son Duffy positivos, cuando se les trata enzimaticamente y se
elimina a estos receptores, la invasién a los merozoitos no se
efectda. Al inicio de la penetracién del parasito al interior de
la célula huésped existe un contacto temporal entre los receptores
de ambas células, posteriomente ocurre la reorientacién del
pardsito con una rotacién en la cual el coﬁplejo apical queda unido
en forma méds estrecha a la membrana del eritvrocito. Durante este
fenémeno se menciona gque las proteasas del pardsito vertidas a
través de las roptrias, juegan un papel importante, con una accién
semejante a la tripsina o quimotripsina, quedando al descubierto
los sitios de unién en la superficie del eritrocito, por ejemplo
las partes mads internas de las glicoforinas. Esta unién entre el
pardsito y la célula huésped se piensa gue se da como un movimiento
de cierre, existiendo pequefias coneccioneé entre ambas; se ha
observado que el citoesqueleto del eritrocito sufre moqificaciones
aparentemente por cambios en la espectrina. La membrana plasmdtica
de la ecélula huésped sufre una depresién que aumenta hasta gque el
paradsito queda cubierto por ella para formar la vacuocla
parasit6fora.??:? ge debe mencionar gue el glicocalix no penetra
al eritrocito.®® La interiorizacién se efectila aproximadamente en

30 segundos, y la membrana de la célula huésped cierra totalﬁente
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el orificio de entrada.

) Ademés de lo ya mencionado existen otros factores que
participan aparentemente en la invasién celular, como es el papel
que juega la calmodulina (enzima dependiente del calcio).??® se
conoce que la calmodulina interactiia con varias proteinas del
citoesqueleto del eritrocito como son la espectrina y la ATPasa.
Se ha observado que existen grandes concentraciones de calmodulina
y calcio en el parasito.?3 Al parecer esta enzima interviene en
forma directa en la liberacién del contenido de las roptrias, hacia
la membrana del eritrocito, también se cree que puede actuar en la
movilidad de los tibulos subpeliculares, y en el ensamblaje y
desamblaje de estos microtdbulos. Al inhibir la calmodulina se
evita la invasién del pardsito.?

Después de la invasién del eritrocito, el pardsito empieza a
sufrir modificaciones, las cuales van a requerir de un importante
aporte de energia y el parésito lo obtiene a partir de la glucosa,
siguiendo la ruta de Embden Meyerhoff hasta la formacién de
lactato; se han identificado en ellos algunas enzimas que
participan en esta ruta metab6lica, como la exoquinasa, la
fosfoglucosa isomerasa y 1la piruvato quinasa. Adquiriendo
inicialmente la forma llamada trofozoito, en las fases j6venes
tiene una forma anillada cuyo citoplasma se tifie d;s coior azul y su
nicleo de color rojo, al madurar, el trofozoi{:o iudquiere una
configuracién ameboide. El ndcleo se observa como"unai masa Unica
compacta, aungue en algunoe casos como en P, f._ql;;.p_&mm, se puede

observar doble cromatina. En P, malariae los trofozoitos se
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observan de forma anillada o en banda; con microscopla electrénica
se "han observado 1los cambios que sufre el merozoito al
transformarse en trofozoito. Estos cambios se inician con la
fragmentacién de los tibulos subpeliculares y anillos polares con
la consiguiente desaparicién del complejo apical. Los parédsitos
tienen la capacidad de modificar la membrana de los eritrocitos, al
alterar las proteinas y los lipides, asi como insertar nuevas
protefnas, esto ocasiona cambios morfolégicos en dicha membrana
como complejos de vesicula y caveola y chipotes (knobs)3'. En cuante
a la descripcién de la estructura fina del trofozoito, tnicamente
se mencionarén las diferencias importantes que se presentan en esta
etapa dél parésito: la pelicula del trofozoito se encuentra formada
dnicamente por una membrana; el citostoma es semejante al del
esporozoito pero en este caso si desempefia su funciém; se pueden
observar ribosomas abundantes, que miden 360A de largo y 250A de
ancho, formadas por una subunidad dnica, se pueden encontrar
agrupados en nimero de 4-6; el reticulo endoplésmico es escaso, se
encuentra formado por vesiculas pequefias o canaliculos cortos; en
el nicleo se observa una mayor cantidad de granulos finos o

filamentos de cromatina.

El inicio de la esquizogonia eritrocitica se ve enmarcado ron
las modificaciones que sufre el trofozoito, como son la
fragmentacién de su nicleo. Para la sintesis de DNA y RNA el
Plagmodium utiliza purinas y pirimidinas. El parésito no es capaz

de sintetizar a las purinas, por ello las obtiene de la célula
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huésped y las pirimidinas si son sintetizadas por el propio
pardsito o bien las obtiene del la célula huésped. El esquizonte
presenta mids de una masa de cromatina rodeada de citoplasma y
conforme madura se diferencia hasta la formacién de merozoitos, los
cuales varian en nimero de acuerdo con la especie. Para P. vivax y
P. falciparum son generalmente 16 y para P, malariae y B. ovale de
8 a 12. Con microscopia electrénica durante la esquizogonia se
pueden observar algunos eventos importantes que ocurren en el
parésito como son: la divisién nuclear por mitosis y diferenciacién
de los organelos citoplasmaticos, el mitocondrion aumenta de tamafio
fragmentdndose por £isién para dar origen a varias
mitocondrias, se forman los microtidbulos, las roptrias, anillos
polares y micronemas dando asi origen al complejo apical de cada
uno de los merozoitos.™

Los eritrocitos parasitados por esquizontes de P, falciparum,
presentan deformaciones en su membrana citoplasmitica que reciben
el nombre de knobs o protrusiones observables con microscopifa
electrénica. La formacién de los chipotes es un proceso dindmico,
en donde ocurre una reorganizacién y redistribucién de los
constituyentes de la membrana especialmete de las proteinas del
citoesqueleto.’? Los knobs tienen un didmetro de 160-110nm y una
densidad variable, su origen al parecer, egta relacionado con
proteinas del mismo pardsito, insertadas en la membrana del
eritrocito, estos knobs hacen del eritocito un cuerpe pegajoso, que
se adhiere fdacilmente a los capilares viscerales, sitio en donde

los eritrocitoe infectados con formas tempranas se fijan y
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completan su desarro.\.lo,"" este hecho ocasiona que los esguizontes
de esta especie no se observen en la sangre periférica.

Al madurar, el esquizonte rompe al eritrocito, libera los
merozoitos y completa su ciclo asexual eritrocitico, el cual se
cumple en distinto tiempo dependiendo de la especie; cada 48 h en
E. falciparum, P. vivax y B. ovale y cada 72 h en P. malariae. Cada
uno de los merozoitos liberados tiene la capacidad de invadir a

otro eritrocite, iniciando asi otro ciclo eritrocitico.

Algunos merozoitos dan origen a los gametocitos o formas
sexuales del parasito. El macrogametocito o c¢élula femenina cuande
se tifie con Giemsa tiene un citoplasma de color azul intenso, con
pigmento £ino en abundancia; su ndcleo es compacto y excéntrico. El
microgametocito tiene un citoplasma que se tifie de azul o rojizo en
forma tenue, sus grénulos de pigmento se encuentran distribuidos en
forma irregular pero alejados de la zona nuclear; la cromatina de
su nicleo 6e encuentra distribuida en forma difusa. A 1la
microscopia electrénica los gametocitos muestran una pelicula
formada por una triple membrana, la membrana externa bien definida
mide de 70-80A,1la membrana intermedia no se puede definir con
exactitud con un diémetro de 40A y la membrana interna la cual es
la m&s ancha mide 140A. Ocasionalmente, en sus formas m&s tempranas
de desarrollo se puede observar una capa de microttbulos por debajo
de la membrana interma, el citoplasma con ribosomas, en mayor
nimero en los macrogametocitos. Las células sexuadas en general

poseen numerosas mitocondrias, las cuales muestran su matriz con
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una electrodensidad mayor que en las formas asexuales, se desconoce
la causa de este fendmeno. Poseen citostoma funcional con el cual
ingerieren citoplasma de ia célula huésped. Se localizan vacuolas
alimenticias esparcidas en el citoplasma del parédsito, en las
especies que infectan mamiferos estas vacuolas se observan més
pequefias que las vacuolas de los parédsitos de aves y reptiles.
También se han observado intracitoplasmaticamente cuerpos
osmiofilicos (electrodensos) en gametocitos maduros, los cuales, al
parecer est&n relacionados con el escape del pardsito del
eritrocito. El nucleo estd cubierto por una doble membrana, con
poros a intervalos regulares. Los macrogametocitos presentan un
nicleo haploide y un nicleclo prominente. Los microgametocitos o
células masculinas desarrollan un nicleo octaploide, y quedan con
poco reticule endoplé&smico."

Ambos gametocitos tienen como funcién la reproduccidn sexual
y son los responsables de la transmisién del pardsito del
vertebrado al vector. Generalmente, permanecen por perfodos cortos
en la circulacién Y tienen una vida media que varia de horas a
dias, después de haber alcanzado la madurez. Por ejemplo P.
falciparum tiene una vida media de 2.5 dias y P, vivax de 2 a 3
dias.® v

El ciclo del pardsito continta cuando los gametocitos son
ingeridos por la hembra del mosquito del género Anopheles, el cual
actda como huésped definitivo y vector del pardsito. Las etapas en
el invertebrado son las menos estudiadas. La gametogénesis se

inicia en 1la luz del intestino medio del mosguito; este fendmeno
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consta de dos hechos simulténeos e independientes, el escape de la
célula huésped y la maduracién de gametas. La salida de los
gametocitos del eritrocito es mediada por la secrecién del
contenide de los cuerpos osiniofilicos, dentro de la vacuola
parasitéfora que ocasiona la ruptura de la célula huésped més no la
del par&sito.?® El macho da origen a 8 microgametos por medio de la
exflagelacién y la hembra a un sélo macrogameto. La duracidén de la
gametogénesis es dependiente de la

temperatura y especie del parésito.

Los microgametos tiene una vida media corta de aproximadamente
0.5-2h, en este lapso de tiempo se debe efectuar la fertilizacién,
de preferencia durante los primeros 20 minutos. Durante este tiempo
el microgameto tiene diferentes patrones de conducta, inicialmente
presenta una actividad intensa de movimientos, que después va
regulando, en patrones rapidos y movimientos lentos hasta llegar a
una fase de menor movilidad. Se dice que los movimientos répidos
son de menor amplitud y menor longitud, mi.entx:as que los
movimientos lentos tienen una mayor amplitud y una mayor longitud.
Se menciona que los movimientos réapidos impulsan al microgameto en
una sola direccién y los movimientos lentes ocasionan giros y
cambios de direccién.™®

Se piensa que la quimiotaxis juega un papel importante en la
fertilizacién puesto que c.on este fenémeno las gametas logran
encontrarse y entrar en contacto y después de algunos segundos se

fusionan ambas membranas y forman un mosaico de componentes; el
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microgameto queda sin membrana citoplasmatica y su citoplasma su
cromatina y su axonema se hunden en el citoplasma del macrogameto.”

Dentro del citoplasma de la hembra fecundada se observan
ciertos cambios, el axonema desnudo del microgameto retorna a su
actividad ciclica de movimientos, aungue esta movilidad
posteriormente disminuye. El nicleo del macho se separa del axonema
y se fusiona con el nicleo de la hembra, formindose de esta manera
el cigoto.®

Los primeros cambios observados en el cigoto son la
polarizacién del nicleo y la aparicién de microtiubulos
subpeliculares, posterioremente la formacitn de anillos polares dan
origen al complejo apical. El cigoto se transforma en un ooquineto,
el cual es una célula m6vil que mide aproximadamente 15 a 22um de
largo y de 3pm de ancho, de forma alargada y encurvada, mas ancha
en un extremo; su citoplasma se tifie de un azul intenso, los
grénulos de pigmento se pueden localizar en un extremo, también
pueden existir pequefias vacuolas. Su nicleo es de forma irregular
Y ho esta totalmente central.’ En cuanto a su estructura fina,
tnicamente ese mencionaran las diferencias con las otras formas
invasoras. La membrana interna de la pelicula no presenta
discontinuidades y la capa de microtdbulos est& conformada por 60
unidades, estas estructuras ﬂe‘encuentran colocadas a intervalos
regulares.™

El ooquineto posee micronemas y roptrias largas. Sus
mitocondrias y el nicleo tienen caracteristicas similares a las

observadas en otras formas del parasito. En ooguinetos de aves se
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han observado cuerpos cristaloides de lpm de didmetro. Se ignora su
funcién. Se piensa que podrian ser particulas virales.™

Por su regién anterior, el coquineto empuja hacia un lado las
microvellosidades del epitelio de las células del intestino del
transmisor y perfora la pared intestinal, localizdndose entre la
capa muscular y la lamina interna acelular del intestino del
vector; ahf pierde su movilidad, crece y se transforma en

oogquiste.®

El ooquiste es una estructura que se empieza a formar 24 a 48h
después de que se ha alimentado el mosquito; de forma redonda, su
tamafio puede variar de acuerdo al dfa en que se le observe, al
llegar a su madurez alcanza 50um aproximadamente.w El nicleo se
fragmenta, el citoplasma e separa Yy forma citdmeros
multinucleados, los que daran origen a los esporozoitos.’®

Con microscopia electrénica se observa que el oogquiste se
encuentra rodeado por una cépsula electrodensa de lpm de espesor,
sin citostoma, con abundantes ribosomas, reticulo endoplésmico,
mitocondrias, con caracteristicas semejantes a las observadas en
otras etapas del pardsito, e inclusiones esféricas de muy variable
densidad que al parecer son pigmento. Ademés, se observan vacuolas,
las cuales pueden coalecer y sufrir fisuras dando origen
posteriormente a 1, 2 6 mis esporoblastos. El degarrollo de estos
esporoblastos no es sincrénico. De cada esporoblasto se originan
los esporozoitos, los cuales al madurar adquieren una forma de "S*

alargada con superficie lisa.’™3 La esporogonia se lleva a cabo
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rédpidamente, aunque no en forma sincrénica. En cada ocoquiste se
pueden llegar cerca de 10,000 esporozoitos en un tiempo de 9 a 14
dias; en algunas especies se han observado numerosos microporos en
la pared de los ooquistes, se piensa que por estos orificios
escapan los esporozoitos o bien a través de ellos entran los
nutrientes, aunque algunos autores piensan gue la salida de los
esporozoitos se debe a la ruptura de la pared del coquiste.®
Posteriormente, los esporozoitos rompen o escapan por los poros del
ooquiste y viajan a la hemolinfa a través de la membrana acelular,
invaden diferentes &rganos del mosquito, principalmente las
glandulas salivales, son almacenados y conservan su capacidad
infectante, incluso hasta por 59 dias. La hembra al alimentarse
nuevamente, inocula los esporozoitos al huésped vertebrado.?*

No todos los mosquitos infectados sobreviven, ya que la
penetracién del ooquineto puede ocasionar dafio a los tejidos
intestinales del mosquito que lo llevan a la muerte. Ademas el
desarrollo de 1los oogquistes también ocasiona cambios en su
metabolismo gue van a repercutir en la longevidad, capacidad de

ovipocicién, y distancia de vuelo.®
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ANTIMALARICOS

Historia

HipScrates describié y clasificé a las fiebres tercianas y
cuartanas de la malaria. Durante muchos afios la etiologia de la
malaria fue desconocida para el hombre, Hipécrates pensé que la
causa era la bilis, posteriormente se llegé a creer dque la
infecci6én procedia de las emanaciones pestilentes y del vapor de
las zonas pantanosas aledanas a las poblaciones. El parasito fue
obgervado por primera vez en 1880, por Louis Alphonse Laveran,
quien concluyd que la fiebre palidica es producida por la presencia
en sangre de elementos parasitos gue tienen diferentes formas.3®

A pesar de que no se conocia la causa de la malaria, se
intentaba encontrar la forma de controlar las fiebres paludicas.
Ricardo Palma en sus Tradiciones Peruanas describié que por el afio
de 1630 en Perd, se empezé a usar una cascarilla obtenida de la
corteza del 4&rbol de la quina-quina para el tratamiento de las
fiebres. Esta cascarilla fue conocida como "la corteza de los
Jesuitas" porque en 1649 la congregacién de San Ignacio de Loyola,
introdujo su uso en Europa.?

Los quimicos Pelletier y Coventou aislaron la quinina en 1820,
alcaloide gue contiene el principio activo de los polvos del arbci
de la quina. Desde entonces la gquinina se constituysé en el
antimal&rico de uso mas generalizado hasta la II Guerra Mundial.

Después del aislamiento de la quinina, el m8s importante

descubrimiento fue hecho por Ehrlich y Gutman en 1891; ellos
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observaron que el azul de metileno, un colorante sintético, tenia
una ligera actividad antimalérica en el hombre. Encontraron que se
unfa fuertemente a los plasmodios, mostrando una toxicidad
relativamente baja. Efectuaron pruebas en pacientes gue padecian
malaria y observaron algunos efectos benéficos.? A partir de este
momento empezé a surgir el interés de obtener compuestos
sintéticos. Con modificaciones hechas a la gquinina y al azul de
metileno se obtuvieron dos grandes grupos de antimalaricos, las 4
Yy 8 aminoquinoleinas.

Durante y después de la II Guerra Mundial, se realizé un
programa de investigacién para la bisqueda de nuevos antimal&ricos,
se analizaron compuestos conocidos y compuestos nuevos, se
ensayaron 16,000 compuestos utilizando un modelo de malaria aviar.
Posteriormente estos férmacos fueron evaluados con estudios
toxicolégicos, farmacolégices y clinicos. De este programa surgid
la pentaquina, isopentaquina, y la primaquina®-., Ademas, se
revaloré el uso de la cloroquina como antimaldrico, ya que este
compuesto habia sido descartado, debido a que sus descubridores,
los alemanes, pensaron que tenfa una gran toxicidad.

En 1943, un grupo de investigadores ingleses logré obtener la
pirimetamina, compuesto sintetizado a partir de la pirimidina, y el
proguanil en 1949.3

En 1963 se inicié un intenso programa de investigaciones para
el desarrollo de nuevos antimal&ricos. Se analizaron
aproximadamente 250,000 compuestos, de entre ellos se obtuvo una

quinolina metan6lica derivada de la quinina, la mefloquina.’
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Por los afios 70, 1los chinos iniciaron' un programa de
investigaciones para la bisqueda del prineipio active antimalarico,
presente en Artemisia annua, planta silvestre que habia sido
utilizada en forma empirica, en su pais, durante miles de afios para
el tratamientc de la malaria. A partir de ella se obtuvo un nuevo
antimal&rico, la artemisinina, cuya estructura quimica es diferente
a la de los compuestos actualmente conocidos.® Cada uno de los
antimaldricos juega un papel importante en el control de 1la

malaria.
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Clasificacion de los antimalaricos por su tipo de accitn

De acuerdo a la etapa de desarrollo del pardsito sobre la que
actidan los antimaldricos se pueden clasificar en esquizonticidas,
gametocitocidas, esporozoitocidas y esporontocidas (Cuadro 1).

Esquizonticidas. Son medicamentos que actuan contra las formas
de desarrcllo asexual de los plasmodios. Pueden actuar en sangre o
en tejidos.

Esquizonticidas sanquineos. Son aquellos antimaléricos que
actuan contra formas sanguineas asexuales, entre ellos tenemos a la
quinina, clorequina, amodiaquina, proguanil, pirimetamina,
mefloquina, y artemisinina.

Esquizonticidas tisulares. Actdan contra formas asexuales dque
se desarrollan en hepatocitos; también tienen la capacidad de
destruir a los hipnozoitos. E1l unico medicamento gque en la
actualidad se usa es la primaquina; existen otros medicamentos como
la pamaquina o pentaquina, que debido a su gran toxicidad se
dejaron de utilizar.

Gametocitocidas. Destruyen a los gametocitos o formas sexuales
del parasito. Dosis pequefias de primaquina eliminan los gametocitos
de las cuatro especies de Plasmodium que afectan al hombre.

Esporozoitocidas. No existe medicamento gque actde contra
esporozoitos (Cuadro 1),

Esporontocidas. Medicamentos que impiden la esporogonia del
pardsito en el mosquito, al transformar a los gametocitos en no

infecciosos. Los medicamentos que se usan con tal efecto son
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primaquina, pirimetamina y cloroguanida.3:7

Tratamiento quimioprofildctico. Es la medida que intenta
prevenir la infeccién del hombre por el par&sito con la aplicacién
de una droga.

La forma infectante del par&sito para el hombre es el
esporozoito, y por lo tanto un tratamiento quimioprofildctico seria
aquel capaz de destruir esporozoitos y evitar asi la infeccién, sin
embargo no existe ningun medicamento que actiie gobre el esporozoito
y por esto no podemos hablar de la existencia de 1la
quimioprofilaxis verdadera en malaria.

La quimioprofilaxis como se concibe en malaria, es un
tratamiento que evita el desarrollo de las formas asexuadas a nivel
de eritrocitos, més no evita el desarrollo de los esquizontes
tisulares y mucho menos afecta al esporozoito. En el caso de la
malaria producida por P, palariae y P, falciparum, todos los
esporozoitos se desarrollan en el higado, convirtiéndose en
esquizontes Yy al final los merozoitos que se producen salen a la
circulacion, sin dejar formas en estado estacionario, es por ello,
que el tratamiento preventivo con un esquizonticida sanguineo es
suficiente para destruir al pardsito y evitar las manifestaciones
clinicas de la infeccién; pero en el caso de P, vivax o P, gvale,
por ser parédsitos que producen hipnozoitos, el mismo tratamiento
s6lo prolonga el tiempo de presentacién de la sintomatologia y s6lo
se evitaria la aparicién de los sintomas si se administra ademé&s un
esquizonticida tisular como la primaquina. En estas dos especies se

podria pensar que la profilaxis ideal se conseguiria con la
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administracién de primaquina por el tiempo que fuese necesario; sin
embargo esta droga por su gran toxicidad, no puede ser administrada
por tiempo prolongado debido a que su vida media es corta; para
mantener niveles adecuados de la droga se tendria que administrar
cada 4 -6 h, con un alto riesgo de sufrir intoxicacion.®%

En malaria el tratamiento guimioprofildctico puede ser
administrado tanto en forma colectiva como en forma individual.

Quimioprofilaxis colectiva. El tratamiento colectivo produce
la ausencia temporal de parasitemias de la poblacién o cuando menos
una gran reduccién de ellas. Generalmente se ha utilizado como un
complemento del rociado con insecticidads residuales y control

larvario de los criaderos del vector,¥ *4

en la etapa de ataque.
Se aplica a la poblacién de una zona determinada, o bien a grupos
némadas, las dosis y el tiempo de administracién dependen de las
condiciones epidemiclégicas de la zona y el medicamento a usar. Se
puede administrar una vez por semana o cada dos semanas, también se
pueden administrar dos medicamentos en forma simulténea.

La droga que se seleccione debe ser un compuesto que
dificilmente produzca resistencia del parasito.

La cloroquina se administra en dosis de 300mg base, cada
semana, se puede asociar con 25-50mg de pirimetamina o 20mg de
cloroguanida. En 1952 se aplicé el método de Pinotti, el cual
consiste en la administracién de medicamentos, en aditamentos
alimentarios consumidos por gran parte de la poblacién, como es 1la
sal de cocina.®! Los medicamentos que més se han utilizado de esta

manera han sido la cloroquina, la piremetamina y la amodiaquina.
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Log primeros ensayos practicos sobre la utilizacién de la sal
medicamentosa, conteniendo 0.3% de cloroquina base, se efectuaron
en Brasil, en 1952 y mds tarde también se han utilizado en Camboya,
Ghana, Nueva Guinea, y Guayana Briténica. Se calcula que una
persona que consume 10-15mg de sal diariamente, con esta
concentracién del compuesto, recibe una dosis de 210-315mg de
cloroquina base por semana. La pirimetamina se ha utlilizade en una
concentracién de 0.05-0.07% y se pretende que cada individuo reciba
una dosis de 25mg por semana. Tanto la cloreoqguina como la
pirimetamina se pueden administrar combinadas en la sal de
cocina.3/%2

Para administrar el tratamiento se debe saber cual especie de
Plasmodium se localiza en la regién, y si ésta es sensible o
resistente al medicamento por usar. Para las zonas endémicas de P.
Zalciparum, generalmente se utiliza la cloroquina a razén de 500mg
por semana por via oral, para adultos. En caso de gque exista
resistencia, se puede administrar 1la combinaci6én de varios
medicamentos como la cloroguina combinada con pirimetamina y
dapsona las cuales se administran semanariamente, o bien la
administracién de mefloquina mé&s cloroquina, las cuales también se
administran semanariamente.*® En caso de P, vivax v P. ovale, ademéds
de los tratamientos ya mencionados, también se debe administrar un
esquizonticida tisular como la primaquina.

Quimioprofilaxis individual. La quimioprofilaxis individual se
puede administrar a viajeros que se introducen a una zona malirica

con un alto riesgo de adquirir la infeccién. El régimen selecionado
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geré de acuerdo a la especie de Plasmodium que predomine en esa
zona. El medicamento se puede administrar una vez por semana comeo
dnico medicamento o la combinacién de varios. En aquellas zonas
dﬁnde no haya resistencia de P. falciparum o en donde predomine P.
vivax se puede administrar cleoroquina o amodiaquina a la misma
dosis que en la quimioprofilaxis colectiva. Y en aquellas zonas
donde existe riesgo de resistencia de P, falciparum principalmente
hacia 1la clorogquina, se puede administrar cloquina 500mg
semanariamente y proguanil 400mg diariamente, también se emplea
pirimetamina y dapsona més cloroquina una tableta semanariamente o
bien administrar mefloguina 250mg semanariamente.***

Tratamiento supresivo. Es aquel que suprime los sintomas
clinicos, mediante la administracién de medicamentos gue actidan
contra las formas hemdticas asexuadas del pardsito, ocasionande que
el individuo quede libre del cuadro clinico de la malaria, m&s no
necesariamente de la infeccién.

Son medicamentos supresives la cloroquina, cloroguanida,
amodiaquina, mefloquina y artemisinina,®¥ y actdan contra las
cuatro especies de Plasmodium que afectan al hombre. Las dosis y
el tiempo de administracién varia de acuerdo con cada medicamento,
Un tratamiento supresivo es curativo en P, malariae y P, falciparum

y es solo supresivo en P. vivax y P. gvale.
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Tratamiento radical. Es aquel que se asocia al tratamiento
supresivo cuando las especies causantes de la malaria son P.vivax
y P. ovale, y va dirigido a eliminar las formas latentes o
hipnozoites, albergadas en el higado. Este tratamiento se efectia

con esquizonticidas tisulares como la primaquina.

Clasificacién de los antimaléricos de acuerdo a su estructura

quimica

I. Alcaloides de la quinina

Se obtienen de la corteza del drbol de la quina, originario de
América del Sur, actualmente se le cultiva extensamente en el Congo
e Indonesia. Los alcaloides mé&s importantes son la quinina, la
quinidina, la cinconina y la cinconidina. De estos la quinina es la
gue tiene mayor actividad antimaldrica. Este compuesto fue aislado

en 1820 por Pelletier y Coventou.

Quinina.
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GHOH /‘I’".
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Estructura quimica. La quinina tiene un grupo gquinolinico,
unido por un alcohol secundario a un anillo de quinuclidina, una
cadena lateral metoxi unida al anillo quinolfnico y un grupo vinilo

el cual se encuentra unido a la guinuclidina.
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Mecanismo de accién. El grupo alcohol secundario es esencial
para su efecto antipaltudico, no asf{ los radicales metoxi y vinil.
Al parecer tiene un efecto inhibidor sobre el DNA.

Efectos farmacol6gicos. La quinina como antimalérico tiene una
accién esquizonticida eritrocitico, de accién répida; actia contra
las cuatro especies de Plasmodium cuando no existe resistencia.
Tiene accién contra gametocitos de P, vivax y P.malariae mds no
contra gametocitos de P. falciparum (Cuadro 2).

Abgsorci6én y eliminacién. Se absorve por via digestiva y se
elimina por via urinaria, a las 24h sus concentraciones plasmdticas
son insignificantes.

Efectos adversos. Puede ocasionar cinconismo, natseas,
vémitos, exitacién y confusién. No se debe administrar en pacientes
con antecedentes hem6liticos, tinnitus o neuritis &ptica.

Dosis y via de administracién. La dosis usual es de 325mg cada
6h por 7 dfas y en nifios 7.5mg/kg de peso por 7 dias, por via oral
(Cuadro 2).

II. 4 aminoquinolinas

Dentro de este grupo encontramos a la guinacrina, amodiagquina
y cloroquina.

Quinacrina. Fue sintetizada en 1930 por Mietzch y Maus, su uso
estuvo limitado principalmente al periodo de la Il Guerra Mundial,
siendo sustituida por otros antimaldricos menos téxicos.

Amodiaquina. Fue sintetizada en 1946 por Burckhalter, se

utilizé intensamente después de la II Guerra Mundial. En la
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actualidad se usa en algunas zonas, administréndola sola o

combinada con otros férmacos.

cl

Rotructura quimica. 7-cloro-4 . (3’dietilamino metil,4’'-
hidroxianilino) gquinolefna.

Mecanismo de acci6n. No se conoce.

Efectos farmacolégicos. Es un esquizonticida eritrocitico,
actda contra las 4 especies humanas de Plasmodium, se utiliza para
aliviar los accesos palddicos, controla rédpidamente la parasitemia
y es agente curativo Unicamente contra P, malariae y P. falciparum.

Absorcién y eliminacién. Se absorve adecuadamente por via oral
Y se elimina por via urinaria.

Efectos adversos. Diarrea, vémito y vértigo.

Dosis y via de administracién. Se administra por via oral en
un esquema de 3 dosis. El primer dia 10mg/kg la primera désis y a
las 6h S5mg/kg, el segundo dia 5mg/kg, y el tercer dia 5mg/kg.
Cuando existe resistencia de P. .falciparum hacia la cloroquina se
puede administrar en ‘combinacién con tetraciclina.®

Cloroquina. Fue sintetizada por los alemanes en 1934, dandole
el nombre de resoguina, se pensé que era un compuesto muy téxico,

motive gue ocasioné que se abandonara su uso. Después de la Segunda
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Guerra Mundial fue revalorada llegando a la conclusién de que es un
excelente agente supresivo contra las cuatro especies de Plasmodium
que afectan al hombre y agente curativo contra P, malariae y B.
falciparum y desde entonces su uso se generalizé.’
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Estructura quimica. Sulfatc o difosfato de 7 cloro 4 (4 dietil
amino 1 metibutil amino) quinoleina. Es decir se encuentra formada
por un anillo quinolinico, un grupo cloro en el C 7 y una cadena
aminica terciaria en el C 4.

Mecanismo de accién. Existen tres hip6tesis que tratan de
explicar el efecto antipaltidico a nivel molecular de la cloroquina.
La primera sefiala que el cloro (electronegativo) en la posicién 7
se une al grupo 2 amino de la guanina (electropositivo) del DNA. La
cadena lateral diaminica se une por
enlace iénico con los grupos fosfatos del DNA, dando como resultado
que la molécula del DNA del par&sito no se pueda separar y sirva
como molde para su replicacién. La segunda sostiene que la
cloroguina se fija a la hemoglobina y el paré&sito al degradar esta
molécula, produce ferroprotoporfirina, complejo altameni:e téxico
para el propic parésito. La tercera indica que la clorogquina puede
inhibir la catepsina D, enzima del parédsito capaz de degradar la

molécula de la hemoglobina en péptidos.?
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Efectos farmacolégicos. Es un esguizonticida eritrocitico,
actia contra todas las especies humanas de pPlasmedium, no actda
contra gametocitos. Controla répidamente la parasitemia y los
sintomas clinicos, a las 48h los pacientes se encuentran totalmente
afebriles, y los frotis son totalmente negativos a las 48 ¢ 72 h.
Tiene un efecto supresivo contra las cuatro especies de Plasmodium
ademds contra P, malariae y P, falciparum tiene un efecto curativo.
La cloroguina adem&s de tener efecto antimaldrico posee propiedades
antiinflamatoria y se ha utilizado también en el control del lupus
eritematoso discoide, en la porfiria cutanea, la urticaria solar y
demés reacciones fotoalérgicas (Cuadro 2). ‘

Ibsorcién y eliminaci6n. Se absorve adecuadamente por via oral
Y en menor proporcién por via parenteral. Se elimina principalmente
por la orina en un 70% como cloroquina y en escasa cantidad por
las heces.* Se ha observado que se elimina pobremente por la leche
materna. Su vida media es de 7 dfas.

Efectos adversos: Puede ocasionar anorexia, vémito, diarrea,
visién borrosa, convulsiones epileptiformes, alteraciones de la
retina con pigmentacién macular.V?34 mambién se le ha asociado con
alteraciones psiqui&tricas como peicosis, esquizofrenia y
depresién®® (Cuadro 2).

Dosis y via de admninistraci6én. Se puede administrar por via
oral o bien por via parenteral. Existen tabletas de 250 y S00mg de
difosfato de clorogquina base o en ampolletas de 50mg/ml, E1
tratamiento oral se administra por 3 dias: el primer dia se inicia

con la administracién de 10 mg/kg y 6h més tarde se administran
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5mg/kg, el segundo dia Smg/kg de peso y el tercer dia se repite la
misma dosis. En el caso de malaria cerebral se puede administrar
por via intramuscular a una dosis de 200mg cada 6h, no debe
rebasar los B800mg en 24h. Como profiladctico este compuesto se

administra a la dosis de 500mg/semana en una sola toma (Cuadro 2}.

IIXI. 8 aminoquinoleinas

En la década de los cuarenta, durante las investigaciones
realizadas por los EEUU para desarrollar compuestos mas eficaces y
mencs agresivos, surgiercon algunos antimalé&ricos como la pentaguina
y la primaquina, que fueron sintetizados por Elderfield en 1946. Se
caracterizan por ser esquizonticidas tisulares, es decir, destruyen
las formas exoeritrociticas produciendo una cura radical. Actia
contra P, vivax y P. @uale. En la actualidad unicamente se utiliza

la primaquina ya que la pentaquina es mucho muy tézica.

Haco = \\ X
9

NH=CH—CRZ CH;GHNH,

Primaquina.

Estructura quimica. Fosfato o difosfato de 6 metoxi 8 (4
amino-1-metilbutil)—aminoquinoiina es decir formada por un anillo
quinolinico con un grupo metoxi en el C 6 y una cadena aminica
terciaria en el C 8, Se ha observado que al sustituir algunos de-

los radicales o aumentar el ndmerc de é&stos O bien modificar su
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posicién, puede aumentar o disminuir su actividad antimalérica o su
toxicidad. Por ejemplo si se agrega un grupo metoxi, amino o vinil
en el C 2, se observa una menor actividad y un menor efecto téxico.
Si existen sustituciones maltiples aumenta la actividad pero
también la toxicidad.’

Mecanismo de accién. Se piensa gque actia a nivel de DNA, al
parecer se intercala en la molécula de este impidiendo su
replicacién.

Efectos farmacolégices. Es un esquizonticida tisular y ademés
actla contra los hipnozoitos causantes de las recaidas.? Actua
contra los gametocitos de las cuatro especies de P,faleciparum que
afectan al hombre (Cuadro 2).

Absorci6én y eliminacién. Se absorbe bien por via digestiva,
y se elimina totalmente a las 24h por la orina y las heces. Tiene
una vida media de 4h.%

Efectos adversos. La anemia hemolitica es el efecto téxico mas
grave gue produce en sujetos con eritrocitos deficientes en glucosa
6 fosfato deshidrogenasa. En menor porcentaje produce vémito y
cefalea. No se debe aplicar en pacientes con antecedentes
hemoliticos o anemia (Cuadro 2).

Dosis y via de administracién. Se presenta en forma de
tabletas o cépsulas que contienen 26.3mg de la sal, equivalentes a
15mg base. La dosis usual es de 15mg base por dia y generalmente se
administra por via oral por 14 dias. Se absorve bien por via

digestiva.
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IV. Derivados de la pirimidina

Pirimetamina. Es el unico antimalérico  derivado ~de. la

pirimidina. Fue sintetizado en 1949 por Hitching.

o NH,

Batructura quimica. $u estructura malecular es la de una 2~
4 diaminopirimidina.

Mecaniamo de acciém. Inhibe la sintesis de &cido £&6lico, a
través del bloguec de la enzima dihidrofolato reductasa.

Efectos farmacol6gicos. Es un esquizonticida eritrocitico.
Debido a su vida media tan prolongada, generalmente, se usa como
profil&ctico en zonas donde existen cepas multirresistentes de P,
falciparum. Se administra en forma combinada con otras drogas,
tratando de evitar la aparicién de resistencia hacia el medicamento
(Cuadro 2).

Rbsorcidn y eliminacién. Se absorve bien por via digestiva
tiene una vida media de 4 dias y se elimina lentamente por la orina
aunque también se le puede encontrar en la leche materna.

Efectos adversos. A dosis altas se puede producir anemia
megalobléstica, debido & que inhibe al} &cido £6lico. 1Los

antifolatos puden ser potencialmente téxicos para el feto, por lo
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que se recomienda no usarlos durante el embarazo.

Dosis y via de administracién. Se presenta en tabletas de
25mg, se combina con 100 mg de dapsona y también existe combinacién
con 500 mg ‘de sulfadoxina,® (Cuadro 3). Estos compuestos se

Vadministran semanariamente por via oral. Recientemente se ha
observado que la eficacia de la combinacién con dapsona ha
disminuido. En 1967 en Tailandia, se obtenfa una curacién hasta del

89.5%,y en 1980 se redujo hasta un 14%.%

V. Biguanidas
En este grupo ©&e encuentran la cloroguanida y el
cloroproguanil, la primera es la que se usa con mayor frecuencia.
Cloroguanida. Es un antimaldrico que fue sintetizado en 1945

por Curd.

HEONH oy
TN hnon e

a-’/ \/—NH-CNH—CNH—CH
N N

CHa

Estructura quimica. Es un clorhidrato de N-’p-clorofenil-NS
isopropilbiguanida.

Mecanismo de accifén. Inhibe la sintesis del &cido f6lico al
bloquear la enzima dihidrofolato reductasa.

Efectos farmacol6gicos. Es un medicamento supresivo para P.

vivax, y B. Qvale no actia a nivel de formas exoeritrociticas de
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estas especies. En p, falciparum y P. malariae produce cura radical
(Cuadro 2).

Absorcién y eliminacién. Se absorve en forma lenta pero
adecuada por via oral. Las concentraciones miximas se alcanzan a
las 4h y €8 eliminada casi totaimente a las 24h por la orina. La
actividad de este compuesto se debe a un metabolito, la triazina.

Efectos adversos. A las dosis recomendadas carece de efectos
desfavorables, pero a dosis mayores puede producir vémito, dolor
abdominal y evacuaciones diarréicas (Cuadro 2).

Dosis y via de administracién. Se presenta en forma de
tabletas de 25, 100 y 300mg de clorohidrato de cloroguanida. Se
recomienda una dosis inicial de 300mg, con dosis subsecuentes de

300mg por dia por 4 a 10 dias.

VI. Nuevos Antimalé&ricos

Mefloquina. Se originé en EEUU a partir de una serie de
investigaciones en las cuales se analizaron 250,000 compuestos con
potencialidad antimalarica.?® Fue sintetizada en 1971 por Ohnmach

y col.

Ha

Estructura qufmica. Es un derivado de la 4 quinolina metanol,
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se encuentra guimicamente relacionada con la quinina.

Mecanismo de accién. Se ignora.

Efectos farmacol6gicos. Actia como esquizonticida eritrocitico
contra las 4 especies de Plasmodium que afectan al hombre, en los
casos de P, vivax y P. falciparum produce una curacién en el 98% de
los casos. Cuando se administra para tratar los casos de malaria
producidos por P. vivax, se debe agregar primaquina para completar
el esquema terapéutico, porque la mefloguina no posee actividad
esquizonticida a nivel tisular.’® También actua contra P.malariae®®
{Cuadro 2).

Se han encontrado casos de resistencia tipo I de P,falciparum
hacia la mefloquina, se piensa que la causa puede ser la aplicacién
de dosis menores a las recomendadas.®* Aunque en otras zonas se ha
observado resistencia cruzada con la quinina.

Absorcién y eliminacién. Se absorve bien por via digestiva, se
distribuye extensamente en el organismo, pero alcanza mayores
concentraciones en el tracto gastrointestinal, higado y pulmones.>
Tiene una gran solubilidad en los lipidos, se acumula en grandes
concentraciones en los eritrocitos y se une a las protefnas del
plasma. La concentracién plasmatica se alcanza en horas y se
mantiene por varios dfas, su vida media es de 14 dias.’ Se elimina
principalmente por heces entre un 70% y 77%.%

Efectos adversos. A dosis altas puede bproducir cuadros
diarréicos, asi como lesiones en tejido linfoide y en el higado,
las cuales desaparecen después de suspender el tratamiento.%57 No

es una droga teratogénica ni carcinogenética.®
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Dosis y via de administracién. Se presenta en tabletas de
250mg, se administra por via oral, en una dosis de 1500mg, en nifios
se administra de 20 a 30mg/kg en dosis tinica.* Debido a Asu larga
vida media se le puede utilizar como profilé&ctico a dosis de 1500mg
cada semana por el tiempo que sea necesario.

Artemisinina. Este nuevo compuesto los chinos lo aislaron en
1971 .a partir de Artemisia apnpua planta silvestre perteneciente a

la familia de las compuestas.

" '
[+]

Estructura quimica. Es un sesquiterpeno lactona, con un grupo
peréxido, que le da propiedades ant.imaldricas.

Mecanismo de accién. En P. berghei induce cambios en las
membranas de diversos organelos como l“a vacuola digestiva,
mitrocondria, nicleo y la capa interna de la membrana
citoplasmatica,®® En P, falciparum provoca cambios semejantes
excepto a nivel de mitocondrias.®® Estas observaciones indican que
quiz&s la artemisinina bloguea la sintesis de proteinas. Otros
autores han encontrado un aumento de radicales libres que inhiben
el crecimiento del parasito.’?

Efectos farmacolégicos. Actia como esquizonticida

39



eritrocftico, no tiene efecto contra formas exoeritrociticas y al
parecer no actda contra gametocitos.* Se le puede administrar
contra las cuatro especies de Plasmodium gque afectan al hombre.

En malaria cerebral se obtuvo curacién en el 92% de 197 casos
que fueron tratados.*

AbsoreiSh y eliminaci6n. Se absorve bién por via oral, tiene
una vida media corta de 4h aproximadamente, es capaz de atravesar
la barrera hematoencefalica y la placenta.’®® Se elimina
principalmente por via urinaria.

Efectos adversos. Los efectos t6xicos s6lo se manifiestan
cuando se aplica en grandes dosis. En perros cuando se administra
en dosis de 400-800mg/kg se presenta reticulocitosis moderada,
degeneracién grasa del higado y edema cerebral. Estas alteraciones
desaparecen cuando se suspende el tratamiento.“?

Dosis y via de administracién. Es un medicamento que se

administra generalmente en una sola dosis de 1g por via oral.

Resistencia
La resistencia que presentan los plasmodios contra algunas
drogas es definida por la OMS “como la aptitud de los pardsitos de
una cepa para sobrevivir o multiplicarse, a pesar de la
administracién y la absorcién de un medicamento en dosis iguales o
superiores a las que se prescriben habitualmente, pero comprendidas
w42

dentro de los limites del enfermo, en cuanto a la tolerancia".

El problema de la resistencia hacia los antimaldricos como la
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quinina, pirimetamina, proguanil y cloroquina, ha aumentado
considerablemente, sobre todo en aquellos paises gue se encuentran
ubicados al sur del Ecuador en los continentes americanc, asiitico
v africano.

En 1910 en Brasil se report6 por primera vez resistencia de B.
falciparum hacia la n:;uin:'u’\a.""1 En 1948 resistencia de p.falciparum
¥ PB. vivax hacia el proguanil en Malaya, Indonesia y Vietnam. En
1952 resistencia de p. falciparum, B. malariae, y B. vivax hacia la
pirimetamina en Rfrica Oriental {Kenia y Nigeria) y Venezuela. En
1959, 1961, 1962 se presentd resistencia de P. falciparum hacia la
cloroguina en Tailandia, Colombia, Venezuela, Brasil, Camboya ¥y
hasta 1978 en Africa (Tanzania y Kenia)¥¢' (Cuadros 5 y 6).

Actualmente la resistencia de P. falciparum hacia la cloguina
en Amé&rica se encuentra distribufda en Brasil, Ecuador, Colombia,
Venezuela, las Guayanas, Perd, Bolivia y Panam&. En Asia: pakistan,
India, Birmania, Laos, Vietnam, Camboya, Malasia, Filipinas, Nueva
Guinea. Y en Africa: Angola, Repiblica del Congo, Zambia, Tanzania,
Kenia, Uganda, Sudan y Repiblica de Malgache (Mapa 1}.

Existen diferentes tipos de resistencia, de acuerdo con la
respuesta de la cepa hacia el antimaldrico. Ta OMS la ha
clasificado en grado I, II, III. En el grado I la parasitemia
asexuada desaparece, recrudeciendo en forma inmediata o tardia. En
el grado II hay notable reduccién de la parasitemia asexuada, sin
desaparecer en forma completa y en el grado III no hay reduccién

notable en la parasitemia asexuada (Cuadro 4).
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Tradicionalmente ge han utilizado los modelos in vivo de aves
roedores o monos para valorar los diferentes compuesto, en la
bisqueda de drogas profilacticas, esquizonticidas sanguineos, ¥
esquizonticidas tisulares. Ademds, estos modelos también se
utilizan para corroborar la resistencia o multirresistencia hacia
los diferentes antimalaricos.*® La aparicién de los cultivos jin
vitro de P, falciparum ® ha facilitado este anélisis, porque el uso
de microtécnicas con microdosis, permite valorar diferentes
compuestos en poco tiempo. Con este método se estima el crecimiento
y la maduracién del pardsito, al marcar la diferencia entre las
cepas testigos susceptibles y resistentes, con las cepas que se
desean valorar.®

Para tratar de evitar la aparicién de cepas resistentes o
multirresistentes se ha venido introduciendo el tratamiento
antimalérico a base de combinacién de drogas. Se han aislado cepas
de P, falciparum y P, vivax multirresistentes que pueden presentar
resistencia cruzada hacia la cloroquina, quinacrina, cloroguanida
vy pirimetamina.*®®

En 1959 Hurley utilizé la pirimetamina con la sulfonamida,™
en 1968 Wellcome Foundation ensayé la pirimetamina con la dapsona.®
En 1970 se empez6 a utilizar la pirimetamina con una sulfonamida de
accién prolongada como la sulfadoxina. Después de la aparicién de
la mefloquina se introdujo una nueva combinacién de drogas
combinédndose la pirimetamina, sulfadoxina y mefloquina.” Pero a
pasar de esta medida deede mediados de los afios 70 en Campuchea,

’milandia; Vietnam, Colombia y Brasil, P,falciparum v P. vivax han
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presentado resistencia hacia esta combinacién de drogas®-% (Cuadro
3).

Las alternativas de tratamiento en casos de resistencia no son
muchas. Se puede usar amodiaquina o Fansidar en la resistencia
moderada de P. falciparum hacia la cloroquina, o bien cuando
existe multirresistencia se recomienda la administracién de
pirimetamina sulfadoxina y mefloquina®® (Cuadro 3). En algunas
regiones se utilizan la quinina y las tetraciclinas combinadas con
otras drogas; la tetraciclina se combina con amodiaguina o bien con
quinina.®

Se piensa que son varios los factores que influyen en el
establecimiento de la resistencia. Se ha mencionado la mutacién
esponténea con la selecci6én de mutantes resistentes, la mutacién
extranuclear (por ejemplo a nivel de mitocondrias) y la
transferencia de factores de resistencia a pesar de que esto no se
ha demostrado.5’

Peters sugiere que el uso en gran escala de la cloroguina ha
influido en la aparicién y diseminacién de cepas resistentes.®
Payne observd gque la resistencia a la cloroquina aparece en forma
simulténea con el uso de sal medicamentosa.® Los lugares en donde
surgi6é la resistencia son geogréficamente independientes pero
tienen un comin denominador, que es el uso prolongado de la
cloroquina en forma masiva.® La administracién de sal medicamentosa
se establecid en 1952 incorporando cloroguina a la sal comin en una

concentracién del 0.33-0.38%.%% El uso de esta sal formé parte de

los programas de erradicacién de la malaria durante los siguientes
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afios en América, sureste de Asia y Africa. En Brasil se administré
a 3,800 personas, en Tanzania a 3,000 y en Uganda a 23,000
empleados de los ingenios azucareros entre 1964-1965.°% Esta forma
de administrar la cloquina se ha usado en algunos paises hasta por
12 afios,

Quiz& el usc indiscriminado de la cloroquina ha ocasionado
la aparicion de resistencia por presion selectiva.
Experimentalmente se ha observado que algunas cepas de PB. berghei
resistentes a la cloroquina, vuelven a ser susceptibles cuando se
suprime la presién de la droga.®

La resistencia que presenta, principalmente P, falciparum
hacia los antimaldricos, es uno de los factores que han influido en

el fracaso de los programas de erradicacién a nivel mundial.
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ARTEMISIAS

El género Artemigja estd formado por 300 especies, las cuales
tienen una distribucién cosmopélita.

De las 300 especies, 55 existen en Eurocpa y el resto se
distribuyen en Asia, Africa y América del Norte. En América del Sur
no se ha reportade informacién de su exitencia.® Las plantas gque
se clasifican dentro del género Artemisia tienen las siguientes
caracteristicas: son plantas herbdceas, arom&ticas, con hojas
alternas, enteras o pinatifidas, algo tomentosas; con capitulo
pequefio; péndulo, racimeso o paniculado, raramente solitario.
Involucro ovoide, acampanado o hemisférico; con las bracteas
imbrincadas, membranosas en el margen. Recept&culo hemisférico,
desnudo o ciliado. Flores todas tubulares. Aquenios ovoides,
comprimidos sin vilano.%:¢?

A: annua es un género que se le localiza en Asia, Europa y
América del Norte. En Europa se le localiza al surceste de ese
continente, en Bulgaria, Rumania, Alemania® y Hungria®® y en Asia
se le encuentra en China, Taiwan, Hainan y en Corea™ y en
América del Norte.

Algunas de las especies de Artemisias han sido agrupadas de
acuerdo a caracteristicas géneticas y morfolégicas en un complejo
denominado complejo de A, yulgarisg en Norteamérica. A, ludoviciana
forma parte de eate complejo y dentro de esta especie, se encuentra
ubicada una subespecie A, ludoviciana mexicana.”

En la Repdblica Mexicana existen ocho especies de Artemisias.

BA. frigida se le localiza en Nuevo Leon; A,dracunculoides en Baja
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California; A. filifolia en Chihuahua; A, absintium en Michoacan;
A. tridentata en Baja California; A,californica en Baja California;
A. klotzchiana en Hidalgo, Edo. de México; A. ludoviciana mexigana
en el Distrito Federal, Edo. de México y Morelos’ (Mapa 2).

A. ludoviciana, cuyo nombre comin es estafiate o iztauhyatl,
es una planta herbdcea, olorosa, con hojas alternas sesiles y
tomentosas. Flores en cabezuela dispuestas en racimo. Florece de
Agosto a Octubre.

A. klotzchjana es una planta herb&cea, anual o perene, mide
1.2 m de alto, muy arom&tica al estrujarse, hojas hasta de 2cm de
largo, cabezuelas erectas, agrupadas en paniculas, angostas, densas
y folicsas, <£flores periféricas. También se le conoce como

estafiate,™
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Fig. 1. CICLO DE VIDA DE Plasmodium sp.
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MAPA 1. DISTRIBUCION MUNDIAL ©DE P. falciparum CLOROQUINO
RESISTENTE
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MAPA 2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE ESPECIES DRL GENERO Artemisia
EN MEXICO

1. A. ludoviciana mexicana (D.F., Edo. de Méx., Morelos)
2. A. klotzchiana (Hidalgo, Edo. de México)

3. A. filifelia (Chihuahua)

4, A. absintium (Mochoacén)

5. A. dracunculoides (Baja California)

6. A. californica (Baja California)

7. A. frigida (Nuevo Le6n)

8. A. tridentata (Baja California)
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CUADRO 1

CLASIFICACION DE LOS ANTIMALARICOS

QUE ACTUAN

SEGUN LA FASE DEL CICLO VITAL
DE LOS PLASMODIOS SOBRE LA

FASE TIP0 DE ACCION FARMACO
EBporozoito Esporozoitocida Ninguno
Asexual hepética Esquizonticida Primaquina

tisular

Asexual Esquizonticida Cloroquina

eritrocitica sanguineo Quinina
Amodiaguina
Cloroguanida
Sulfonas
Sulfonamidas
Mefloquina
Artemisinina

Sexual Gametocitocida Primaquina
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CUADRO 2

TRATAMIENTO ESQUIZONTICIDA

SANGUINEOC
FARMACO ACTUA COMTRA 0OSIS ¥ V1A FARMACOCINETICA EFECTOS PRESENTACIOH
AOVERSOS
Quinina P. yivax 300 mg/6 horas Se absorbe por Cinconismo, Tabletas o
P. falciparum por 7 dias via digestiva, nduseas, chpsulas de
8. ralarise Se elinina a exitacién y 325 mg
B. guate las 24 horas confusidn
por_rifién
ctorequina B yivax 25 mg/xg dosis | Se absorbe por | Anorexia, Tabletas de
P. falciparun total via oral, se vémitos, 250 a 300 mg
£. ealariae 19 dfa 10 elinina cblicos, de difostato
F. guate ng/kg, 6 h princiaplmente | diarres, wisién | de cloroquina.
despubs 5 mg/kg | por orina, Vids | borross, Ampol letas de
29 dis 5 wg/kg | wedia de 7 dias | pigmentacién 50 mg/ul de
3¢ dia 5 mg/kg clorhidrato de
Leucopenia. cloroquina
Cloroguanida . yivax 300 wg/24 h/ Absorcidn lenta | bolor Tabletas de
. 18] rum por 10 dias, por via abdominal, 25, 100 y 300
B. palarise via oral digestiva, se hematuria »g
P. ovate elinina en 26 h
r la orina
Hetloquina e yivax 1-1-5 g, doals | Buena absorcién s Tabletas de
P, 1slciparum anfca gastrnin(el:h\n v 250 mg
E. watarine L, vida media on en
14 dias higado y tejido
Linfoide
TISULAR
FARMACO ACTUA COHTRA 0OS1S Y VIA FARMACOCIMETICA EFECTOS PRESENTACION
ADVERSOS
Primaquing B. yivax y 15 =g base/24 Buena absarcisn | Anorexia, Tabletas o
E. ovale h/14 dins. por via oral. vésito, cépsulas con
NiRos: 5 Se concentra cefalea, anemia | 26.3 mg de la
ng/kg/2s h/ve principatmente hesolitica sal. (equivale
dias en higado, a 15 mg base
pulmén y
corazén, Se
elimina en 24
horas por La
orina
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CUADRO 3

TRATAMIENTO ANTIMALARICO CONTRA
falciparum

» CLOROQUINA RESISTENTE

Farmaco Dosis Presentacién
sulfadoxina con 25 mg/kg Tabletas de 500 mg
pirimetamina 1.5 mg/kg de sulfadoxina y 25
(Fansidar*) (dosis unica) mg de pirimetamina
Mefloquina con 12.5 mg/kg Tabletas de 250 mg
sulfadoxina con 25 mg/kg de mefloquina, 500
pirimetamina 1.5 mg/kg mg de sulfadoxina y
(Fansimef*) (dosis unica) 25 mg de

pirimetamina

Amodioquina con
tetraciclina

25 mg/kg (3 dias)
4 mg/kg (7 dias)

Tabletas de 200 mg
Cépsulas de 250 mg

Quinina con
tetraciclina

30 mg/kg (7 dias)
4 mg/kg (7 dias)

Tabletas de 200 mg
Cédpsulas de 250 mg

"

Ann Soc Belge Hed ﬁrop 15 3,33, suppf 2 155-163

= Nombre comercial

CUADRO 4

TIPOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIMALARICOS

Respuesta

Simbolo

Signos observados

Sensibilidad s

Desaparece la parasitemia asexuada en
los 7 dias siguientes al tratamiento,
sin recaidas.

Resistencia I

Degaparicién de la parasitemia
asexuada; recrudece en forma inmediata
© tardia.

11

Notable reduccién de la parasitemia
asexuada, sin desaparecer en forma
completa.

II1

No hay reduccién notable en la
parasitemia asexuada.

Org. Mund.

Salud Ser. Inf. Tecn. 1967, 375.
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FECHA Y LUGAR DE APARICION DE
falciparum

CUADRO 5

RESISTENCIA DE P.

FARMACO FECHA LUGAR
Quinina 1910 Brasil
Pirimetamian 1952 Africa Oriental
Fansidar Mediados de Kampuchea
los 70s Tailandia
Colombia
Brasil
Cloroquina 1957 Tailandia
1961 Colombia
1962 Venezuela
Brasil
Camboya
1978 Tanzania
Renia
Org Mund Salud Serv Inf Tecn. 196
Experientia 1984:40;375
CUADRO 6
FECHA Y LUGAR DE APARICION DE
RESISTENCIA DE P. vivax
FARMACO FECHA LUGAR
Cloroguanida 1948 Malaya
Vietnam
Pirimetamina 1954 Kenia
Nigeria
Venezuela
Cloroquina 1989 Nueva Guinea

Trans

actions of the ioyaI §oc1e€y of %toplcai

Medicine and Hygiene (1992) 86, 121-122
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OBJETIVO

El objetivo prinecipal del presente trabajo es, determinar si
los extractos crudos de dos especies de Artemisia nativas de la
Republica Mexicana (A. ludoviciana y A. klotzchiana) presentan
actividad antimaldrica y ademds, contribuir al conocimiento
cientifico de las plantas de uso medicinal que son empleadas en

ciertas regiones de nuestro pais.
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MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE ARTEMISIAS

Se recopil6é informacién en el Herbario Nacional del Instituto
de Biologia de la UNAM sobre la existencia, distribucién y
cardcteres taxondmicos de especies aut6ctonas del género Artemisia
en la Repiblica Mexicana. Una vez que se reconocieron las 8
especies registradas para el pais, se procedié a realizar una
bisqueda biblicgra&fica para saber si a alguna de esas especies se
le habia conferido actividad antimalérica, ya fuese por consejas
populares o por experimentacién. De esta manera se encontré que de
las 8 especies s6lo una, A. ludoviciana ssp mexicana, tuvo
antecedentes de haber sido utilizada empiricamente para el
tratamiento de las fiebres recurrentes.®’

Para propdsitos del presente estudio se seleccionaron dos
especies, A. ludovicina ssp mexicana y A. kletzchiana. La primera
por sus antecedentes de uso empirico como antimaldrico ya
referidos, y la segunda por pertenecer al grupo de artemisias no

relacionadas con el tratamiento popular de la malaria.

COLECTA R IDENTIFICACION TAXONCMICA
Para la colecta de 3. ludoviciana ssp mexicanz se selecciond
una 2zona aledana al pueblo de Milpa Alta en el D.F. y para
A.klotzchiana los alrededores de Actopan, Hidalgo. Se coleccaror;

algunos ejemplares de esas especies, los cuales fueron prensados en
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papel periddico y secados por varios dias. Posteriormente fueron
montados en papel cartoncillo y llevados al Herbario Nacional en
donde fueron identificados taxonémicamente por el jefe del Herbario
Dr. José Luis Villasefior.

Después de la identificacién de las plantas, se volvié al
mismo lugar en donde fueron colectadas y se efectué, ésta vez, una
colecta masiva. Las plantas colectadas se colocaron en costales de
tela, para ser transportadas al laboratorio. El volumen total de la
colecta fue dividida en 2 porciones, una de ellas fue procesada
inmediatamente, para elaborar los diferentes extractos con planta
fresca, y la otra porcién se sometié a un proceso de secado con
calor solar por varios dias, para elaborar posteriormente los
extractos con planta seca. Se repitieron las colectas en diferentes

meses y afios.

ELABORACION DE EXTRACTOS

De cada una de las especies de Artemisjia se elaboraron tres
diferentes tipos de extractos, con cloroformo, etanol y agua, como
disolventes, en el caso de la planta seca de A,ludoviciapna en lugar
de cloroformo se utilizé diclorometano. Para cada especie se
hicieron tres extractos de planta fresca y tres de planta seca,
siendo referidos como extractos cloroférmicos (en un solo caso
extracto diclorometdnico), etanélicos y acuosos. En todos los casos
las plantas (fresca o seca) fueron fragmentadas en pequefias

porciones incluyendo tallos, hojas y flores, pero no raices.
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EXTRACTC ETANOLICO

Los fragmentos de la planta fresca o seca se colocaron en un
matraz, y se les agregé alcohol etilicc al 96% en una proporcién de
4ml/g de planta. El matraz se envolvié en papel aluminio, y se dejé
a temperatura ambiente por 48h.%% pasado el tiempo de extraccién,
el solvente conteniendo el extracto se pasé por papel filtro y los
fragmentos de la planta fueron descartados. Posteriormente el
solvente se eliminé con rotavapor durante 48h. El residuo fue
pesado, envasado en recipiente color é&mbar y envuelto en papel

aluminio y refrigerado hasta el momento de su uso.

EXTRACTO ACUOSO

Los fragmentos de la planta seca o fresca se colocaron en un
recipiente, y se les agregd agua destilada en una proporcién de
loml/g de planta. El recipiente fue envuelto en papel aluminio,
dejéndose por 48h a temperatura ambiente. El extracto se pasé por
papel filtro y los fragmentos de la planta se eliminaron. Las
sustancias extraldas con el agua se recuperaron por liofilizacién
durante 72h. El extracto en polvo, adherido a las paredes del
matraz, se colect$ por raspado con una espdtula. El polvo obtenido
fue pesado, envasado en frasco ambar y envuelto en papel aluminio

y mantenido en refrigeracién hasta su uso.

EXTRACTO CLOROFORMICO
Los fragmentos de la planta seca o fresca se colocaron en un

recipiente el cual fue cubierto con papel aluminio, se agreg6
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'cloroformo en una proporcién delOml/g de planta. Y se dejé a
temperatura ambiente por 48h. E1 extracto se £iltré y los
fragmentos de la planta se eliminaron. El cloroformo se eliminé con
rotavapor durante 24h. El residuo se pesd, y se le agregd aceto
nitrilo en una proporcién de 15ml/g de residuo para separar las
ceras, esta mezcla se filtr6 con papel filtro eliminando la porcién
no soluble en el aceto nitrilo. El filtrado se colocé en un
rotavapor durante 3h aproximadamente para eliminar el aceto nitrilo
. Para estar totalmente seguros de la eliminacién de este solvente,
se colocé el residuo en una campana con extraccién al vacio durante
3 dias.

EXTRACTO DICLOROMETANICO

Utilizando el método de aislamiento que Klayman y col.%
emplearon para aislar artemisinina de A, annua colectada en
Virginia EEUU se efectué 1la extracién diclorometénica de
A.ludoviciana pp mexicapa planta seca para tratar de obtener la
artemisinina en este extracto. La extraccién se efectué de la
sigquiente manera: a 10kg de la planta se le agregdé hexano en una
proporcién 1:10 durante 10 dias con el f£in de desengrasar la
planta, el hexano se eliminé, el residuc fue tratado con cloruro de
metilo en una proporcién 1:10 por una semana, el extracto
_diclorometénico resultante se concentré en un rotavapor. Al residuo
se le agregd aceto nitrilo en una proporcién de 1:3 para eliminar
residuos de grasa, obteniéndose 234g de extracto de los cuales, una

porcién de 10g de este extracto fue pesada y envasada en frasco

58



admbar, cubierto con papel aluminio y f:efrigerado para las pruebas

biolégicas.

CROMATOGRAFIA

Con el extracto diclorometénico se efectio cromatografia en
columna y en capa fina: a 100g del extracto se le efectud
cromatografia en columna con silica gel para la separacién de sus
componentes, se obtuvieron 14 substancias. Este estudio fitoguimico
se efectué en el Instituto de Quimica de la UNAM. De estas 14
substancias a 7 se les efecturon pruebas biocl6gicas in yitro con
cepas de P. falciparum en la Escuela de Higiene y Medicina Tropical
de Londrés. Las substancias analizadas fueron las siguientes: 3a-
hidroxireynosina, ludovicina A, santamarina, armefolina,
estafiatina, crisartemina B y arglanina.”

Los extractos diclorometénico, etandlico y acuoso de la‘planta
seca de A, ludoviciana y los extractos cloroférmicos y etanélico
planta seca de Artemisia Kklotzchiana fueron sometidos a
cromatografia en capa fina utilizando como muestras de referencia
a artemisinina y dehidroartemisinina las cuales fueron donadas por
el Dr. David Warhurts del Departamento de Farmacologia de 1la
Escuela de Medicina Tropical de Londrés. Las placas gque se
utilizaron fueron cromatofélios de 5X10 cm con espesor de capa de
0.02mm de sfilica gel 60 GF254, utilizando diferentes sistemas de
elusién (H:AE 8:2, corrida 3 veces; H 10, corrida 3 veces; H:AE
7:3, corrida 3 veces) Yy como agente revelador sulfato sérico

amoniacal.”
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PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para efectuar las pruebas biolégicas se requirié de vehiculos
solubilizantes que permitieran preparar soluciones a distintas
concentraciones, para tal efecto se buscé el vehiculo gue mejor
solubilizara cada extracto. Se ensayaron ocho diferentes
soluciones: soluciones hidroalcohélicas al 1% y al 2%, aceite de
maiz, aceite de maiz al 1% en alcohol de 96°, Tween 80 al 2% y al
5%, aceite de maiz al 5% en Tween 80 y solucién salina isoténica.
La prueba se hizo colocando lmg del extracto a ensayar, en cada uno
de los ocho tubos de ensaye. Se le agregé a cada tubo 0.1ml del
vehiculo a probar, se agité con una esp&tula hasta conseguir una
mezcla homogénea, y se observé el grado de solubilizacién
alcanzado. Cuando ésta no fue satisfactoria se agregé otro volumen
de 0.1ml del vehiculo, pudiendo aumentar la cantidad hasta iml como
volumen maximo. Se seleccioné como vehiculo a la solucién que

solubilizé el extracto adecuadamente con el menor volumen.

PRUEBAS DE TOXICIDAD
En todos los ensayos se utilizaron ratones de la cepa CDI,

entre 25-30 g de peso.

DETERMINACION DE LA DOSIS MINIMA MORTAL

Esta prueba se realiz6 en el laboratorio con el objetivo
especifico de determinar la dosis de referencia a usarse como la
dosis méxima en la prueba de Dosis Letal 50 (DL50) de cada

extracto.
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En todos y para cada unc de los extractos se escogieron en
forma arbitraria cinco dosis diferentes calculadas por kg de peso.
Cada dosis del extracto ensayado se solubilizé en el vehiculo
previamente seleccionado para dicho extracts, usando un volumen
equivalente a la centésima parte del peso del ratén inoculado. Cada
dosis del extracto ensayado se aplic6é por duplicado en ratones por
via intraperitoneal (IP). Para valorar cual era la dosis minima
mortal, se tomé en cuenta la muerte del 100% de los ratones. Se
consideré como dosis minima mortal, la dosis mas baja gque fue capaz
de matar al 100% de los ratones inoculados, dentro de la siguiente

hora de observacidn.

DETERMINACION DE DOSIS LETAL 50 (DL50)

Para esta prueba se utilizaron 6 lotes de 10 ratones cada uno,
(un lote testigo y 5 lotes problema).

Cada lote problema recibié una dosis diferente del extracto a
probar por via IP y al grupo testigo unicamente se le aplicé el
vehiculo. la seleccién del vehiculo se realizéd de acuerdo al
criterio ya establecido, y el volumen que se aplic6é a cada ratén
correspondié a la centésima parte de su peso.

Las cinco dosis utilizadas se calcularon de la siguiente
manera: la dosis méxima fue aquella que se obtuvo como dosis minima
mortal y la dosis minima se Bseleccioné en forma arbitraria. De
estos valores se obtuvé logaritmo base 10; el logaritmo de la dosis
minima se le resté al logaritmo de la dosis m&xima y la diferencia

obtenida fue dividida entre 4; el resultado obtenido se convierte

61



en un factor que permite calcular todas las dosis a partir de la
primera como sigue: para la segunda dosis, el valor del factor se
resta al logaritmo de la dosis méxima o primera dosis, para la
tercera dosis el valor del factor se resta al logaritmo de 1la
segunda dosis y asi sucesivamente hasta obtener los logaritmos de
las diferentes dosis a utilizar. Posteriomente a estos valores se
les calculé antilogaritmo y los resultados obtenidos se
consideraron como las dosis a ensayar.

Se realiz6 el ensayo y se determiné el porcentaje de ratones
muertos en cada grupo, Y con base en los datos obtenidos, se
calculé la DL50 del extracto de acuerdo con el método de Litchfield
y Wilcoxon.” Estos datos también fueron utilizados para calcular

la DL1O.

ENSAYO BIOLOGICO
El modelo experimental estuvo confaormade por ratones CDI de
25~30 g y la cepa de Plasmedium bergheii yoeli (Pby), obtenida de
la Escuela de  Medicina Tropical de Londrés por cortesfa del
profesor P.C.C. Garnham y el Dr. Davison y mantenida en pases

sucesives ratén-ratén.

PREPARACION DEL INOCULO DE PRRASITOS

Se infectaron cinco ratones con Pby; al tercer dia
postinfeccién se les cuantificé en un frotis de sangre 1la
parasitemia en porciento, seleccionando al ratén que presenté entre

un 25 y 30% de e;itrocitos parasitados. Al ratén seleccionado se le
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cuantificé el numero de eritrocitos por milimetro cidbico, de la
siguiente manera: se le tomé sangre de la cola con una pipeta de
Thoma hasta la marca 0.5 y se le agregé un diluyente hasta la marca
101 (dilucién 1:200), de esta diluci6én se colocaron algunas gotas
en la camara de Neubauer y se procedié al conteo de eritrocitos de
a cuerdo al método descrito por Lynch.’® Conociendo el porcianto de
eritrocitos infectados y el nimero de eritrocitos por milimetro
cibico, se estimé la cantidad aproximada de eritrocitos infectados
por milimetro cibico. La preparacién de los inéculos se calculé con
el volumen de sangre necesario para el experimento en turno; se
tomé la sangre de la cola del ratdn, en el volumen calculado, con
una micropipeta volumétrica, cuya punta se introdujo previanente en
una solucién de citrato de sodio al 3% para evitar su coagulacién.
La muestra obtenida se agregé a un vehiculo, el cual se preparé con
suero fetal bovino al 10% y glucosa al 0.2% en solucién salina
isoténica. El in6culo fue administrado inmediatamente después de su
preparaci6n, y durante el tiempo que duré esta aplicacién el

recipiente con el in6culo se colocté en bafio frio.

PRUBBA PROFILACTICA
Se formaron seis lotes de 10 ratones cada uno, cinco lotes
problema y un lote testigo.
Se calcularon cinco dosis para cada uno de los extractos, la
DL10 se considerd como la dosis maxima para este propéstico y la
dosis minima fue determinada arbitrariamente. El resto de las dosis

fueron calculadas con el mismo procedimiento utilizado en la prueba
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de la DL50. Cada una de las cinco dosis se aplicé a un lote
problema y el lote testigo \lhicamente recibié el vehiculo. En todos
los casos el in6culo de parésitos se aplicé tanto a ratones de
lotes problema, como a testigos, por via I.V. a razén de 25000
eritrocitos parasitados diluidos en 0.2ml de vehiculo por ratén. De
cada uno de los extractos, la dosis correspondiente se administroé
cuatro veces por via I.P. a intervalos de 24h a los ratones
problema, iniciando la primera aplicacién a las 4h de haber
inoculado el parAsito. Los ratones testigo recibieron vehiculo por
la misma via, en el mismo volumen y a los mismos intervalos de
tiempo. Al 50. dia se les tomé frotis sanguinec a todos los
ratones, se calculé el porcentaje de parasitemia individual, el
rango, la media de parasitemia y su desviacién estandar, también se
calculé la mediana por grupo. En base a las medias de parasitemia
se calculs el porciento de efectividad de cada una de las dosis de
cada extracto.

El % de efec\:i;}idad se calculd en base a la siguiente férmula:

Media de parasitemia Media de parasitemia

Grupo testigo - Grupo tratado

% efectividad = X 100

media de parasitemia Gpo. testigo

A cada uno de log extractos se le calculé gra&ficamente la
Dosis Efectiva 50 (DESO). En el eje de las "y" se colocoé el
porciento de etfectividad de cada una de las dosis convertido a

Probits (conversién de porcentajes en unidades de probabilidad), y
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en el eje de las "X" se colocaron los valores de las dosis en
logaritmos base 10. Se debe de entender a la DES50 como la dosis
necesaria de un farmaco, para provaocar un efecto farmacolégico
determinado en el 50 % de los individuos de una poblacién.
También se calculé el Margen de Seguridad 50 (MS50), que
depende de la relacién que existe entre la dosis que produce un
efecto indeseable como es la DL50 y la dosis que produce un efecto
deseable como es la DES50. En general un fdrmaco puede considerarse
seguro si su margen de seguridad tiene un valor de 10 6 mayor. No
obstante, en muchas circunstancias se utilizan férmaces con un
margen de seguridad menor de 3 siempre y cuando se utilice con

cuidado.”™

ENSAYOS in vitro

De los extractos dicloromet&nico planta seca y etanélico
planta seca de A, ludoviciana s8p. mexicana, se efectuaron pruebas
in vitro con cultivos de P, falciparum por la Dra. Dorothy H. Bray

de la Escuela de Medicina Tropical e Higiene de Londrés.
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RESULTADOS
A. ludovigiana

a. EXTRACTO ETANOLICO, PLANTA FRESCA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuviercn 7.8g de extracto por
100g de planta procesada, de color verde obscuro, consistencia

pastosa y olor a hierba fresca (Cuadro 13).

2. Prueba de solubilidad. El mejor solubilizante para este
extracto resulté ser el Tween 80 al 5%. Los solubilizantes de
accién intermedia fueron: etanol al 1% y al 2% en agua, aceite de
maiz al 1% en etanol al 96%, Tween 80 al 2% y aceite de maiz al 5%
en Tween 80. No mostraron accién solubilizante: el aceite de maiz

v la solucién salina (Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 5000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron de 2698 mg/kg (1755-
4148). La DL10 fue de 1897 mg/kg (Cuadro 15).

4. Prueba biol6gica. El1 lote testigo present6é una media de
parasitemia del 11.3% * 9.7. De los lotes problema, el que recibié
1800 mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del
0.26% * 0.19 y una efectividad del 97.7%. El lote que recibi6 1554
mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 0.30% +

0.14 y una efectividad del 97.3%. El lote que recibié 1341 mg/kg
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del extracto, present6 una media de parasitemia del 0.32% * 0.24 y
una efectividad del 97.1%. El lote que recibis 1158 mg/kg, presenté
una media de parasitemia del 0.5% % 0.5 y una efectividad del
95.9%. Y el lote que recibi6 1000 mg/kg, del extracto, presentdé una
media de 1.4% % 1.3 y una efectividad del 87.6% (Cuadro 7, Gré&fica
1A). Graficamente por extrapolacién se determiné una DES0 de 371
mg/kg (Cuadro 16, Gréfica 1B).

E1l MS50 de este extracto fue de 7.2 (Cuadro 16), el promedio
de sobrevida del grupo testigo fue de 12 dias, mientras que 1la
sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a la menor fue
de: 17.8 dias,18.8 dias,16.4 dias,14.9 dias y 14 dias (Cuadro 7).

CUADRO 7
RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A. i

EXTRACTO ETANOLICO PLANTA FRESCA EN RATONRS
INFECTADOS CON P. bherghei yoelil

PARASITENIA SOBREVIDA
EXTRALTO
Dosis Rango Kedia (%) Mediana X de Promedio por
tmg/kg) ¥ OE Efectividad gruco en dias
Testigo 1.5-31.8 1.329.7 9.0 0.0 2.0
1800 0.04-0.59 0.26£0.19 0.8 97.7 17.8
1554 0.16-0,61 0.2720.14 0.26 97.3 8.8
1341 0.06-0.72 0.32+0.24 0.28 97.1 16.4
1158 0.09-1.76 0.5:0.5 0.26 95.0 1.9
. 1000 0.2-2.5 1.451.3 1.1 §7.6 4.0
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Graf.JA PRUEBA PROFILACTICA, EXT.ETANOLICO PLANTA FRESCA
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Grafica que representa la curva dosis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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b. EXTRACTO ETANOLICO, PLANTA SECA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 1.6g de extracto por
100g de planta procesada, de color verde obscuro, consistencia

pastosa, olor a hierba fresca (Cuadro 13).

2. Prueba de solubilidad. Soluble en Tween 80 al 5%. Los
solubilizantes de accién intermedia fueron: Tween 80 al 2% y aceite
de mafiz al 5% en Tween 80. No mostraron accién solubilizante: el
etanol al 1% y 2% en agua, aceite de mafiz, aceite de maiz al 1% en

etanol al 96% y Bolucidén salina isoténica (Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 3000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron 839 mg/kg (675-1043). La
DL10 de 466.5 mg/kg (Cuadro 15}.

4. Prueba biolé6gica. E1l lote testigo presenté una media de
parasitemia del 2.6% * 3. De los lotes problema, el que recibié 450
mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 0.003% %
0.003, con una efectividad del 99.8%. El lote que recibié 259 mg/kg
del extracto, presents una media de parasitemia del 0.034% % 0.10,
con una efectividad del 98.6%. El lote que recibié 149 mg/kg del
extracto, presenté una media de parasitemia del 0.226% = 0,44, con
una efectividad del 92.3%, El lote que recibié 86 mg/kg del
extracto, presents una media de parasitemia del 0.43% % 0.71, con

una efectividad del 83.4%. Y el lote que recibié 50 mg/kg del
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'extracto, present6 una media de parasitemia del 0.62% & 0.86, con
una efectividad del 76.9% (Cuadro 8, Grafica 2A). Graficamente por
extrapolacién se determiné una DES0 de 29.2 mg/kg (Grdfica 2B).
E1l MS50 de este extracto fue de 38.7 (Cuadro 16). El promedio
de sobrevida para los ratones testigo fue de 15.7 dias, mientras
que la sobrevida para cada una de las dosis de la mayor a la menor
fue de 11.0 dias, 19.2 dias, 14.0 dfas, 17.9 dfas y 20 dias. En los
lotes de los ratones que recibieron el extracto, algunos no
presentaron parasitemia: el lote que recibio 400mg/kg nueve ratones
no presentaron parasitemia, el que recibié 250mg/kg cinco ratones
no presentaron parasitemia, el que recibi6 149mg/kg seis ratones no
presentaron parasitemia, el lote que recibi6 86mg/kg dos ratones no
presentaron parasitemia y el lote que recibi¢ 50mg/kg seis ratones

no presentaron parasitemia (Cuadro 8).
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CUADRC 8

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROPILACTICA DR A, ludoviciana
EXTRACTO ETANOLICO PLANTA SECA EN RATONES

INFECTADOS CON P, herghei

EXTRACTO PARASITERIA SOBREVIDA
Dosis Rango Redia (1) Nediana % de Prosedio por
{wgrkg) y OE Efectividad grupo en dias
Testigo 0.09-8.1 2.6:3 1.4 G.0 15.7
A50 0.0-0.03 D.00320.009 0.0 9.8 1.0
259 0.0-0.34 0.03410.10 Q.a 98.6 19.2
ue 0.0-1.% 0.22620. 44 9.0 92.3 4.0
B& 0.0-1.0 D.4320.71 0.3 &4 12,9
50 0.0-1.8 0.6210.86 0.32 76.9 20.0

DE = DESVIACION ESTANDARD
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Grat.2A PRUEBA PROFILACTICA. EXTRACTO ETANOLICO PLANTA SECA
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Gréfica que representa la curva dosis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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c. EXTRACTO ACUOSO, PLANTA FRESCA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvo 21.8 g de extracto por
100g de planta procesada, de color café obscuro, consistencia

granular, sin olor caracteristico (Cuadro 13).

2. Prueba de solubilidad. Soluble en agua. Los solubilizantes de
accién intermedia fueron: soluciones hidroalcohélicas al 1 y 2%. No
mostraron accién solubilizante: aceite de maiz, aceite de mafz al
1% en etanol al 96%, Tween 80 al 2 y al 5% y aceite de maiz al 5%

en Tween B0 (Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad. La dosie minima mortal fue de 2000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron de 390 mg/kg (263-578)

(Cuadro 15).

4. Prueba biol6égica. El grupo testigo presenté una media de
parasitemia del 3.7% % 2.9. De los lotes problema, el que recibié
63 mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 2.02%
+ 1.09 y una efectividad del 45.9%. El lote que recibié 39.7 mg/kg
del extracto, presenté una media de parasitemia del 2.27% + 1.5 y
una efectividad del 40.6%. El lote que recibié 25mg/kg del
extracto, presenté una media de parasitemia del 3.0% + 2.7, y una
efectividad del 19%. El lote que recibi6é 15 mg/kg del extracto,
presentd una media de parasitemia del 3.2% % 2.4 y una efectividad

del 13.6 %. Y el lote que recibié 10 mg/kg del extracto, presentd
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una media de parasitemia del 3.5% * 2.9 y una efectividad del 5.5%
(Cuadre 9, Grafica 3A). Graficamente por extrapolacidén se determiné
una DES0 de 63.9 mg/kg (Cuadro 16, Grafica 3B).

El M$50 para este extracto fue de 6.1. El promedio de
sobrevida para los ratones testigo fue de 9.7 dias, mientras que la
sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a la menor fue
de: 11.9 dias, 12.3 dias, 11.2 dias, 12.5 dias y 10.9 dias (Cuadro
9).

CUADRO 9

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A, i
EXTRACTO ACUOSO PLANTA FRESCA EN RATONES
INFECTADOS CON P, ii

EXTRACTO PARASITEMIA SOBREVIDA
bosis Rango Medis (X) Nediana X de Pronedio por
(mg/kg) Y OE Efectividad grupo en dias

Testigo 1.7-5.7 3.722.9 2.65 0.0 9.7
3.0 0.53-3.4 2.0:1.09 1.90 45.9 1.9
39.7 0.28-4.8 2.221.5 2,10 40.6 12.3
25.0 0.8-9.2 3.002,7 2.05 19.0 11.2
15.0 0.9-8.2 3.202.4 5.30 13.6 2.5
10.0 1.9-11.2 3.522.9 2.45 5.5 10.9

= TR IATTON ESTAOA
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Grafica que representa la curva dogis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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d. EXTRACTO ACUQSO, PLANTA SECA

1. Rendimiento de la extracci6én. Se obtuvieron 2.6g del extracto,
por 100g de planta procesada de color café obscuro, de consistencia

granular sin olor caracteristico (Cuadro 13).

2. Prueba de solubilidad. Soluble en agua. Los solubilizantes de
accion intermedia fueron: soluciones hidroalcohélicas al 1 y 2%. No
mostraron accién solubilizante: aceite de maiz solo y al 1% en
etanol al 96% y al 5% en Tween 80 y en Tween B0 al 2 y al 5%

(Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 2000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron de 697 mg/kg (563-863).
La DL10 de 331 mg/kg (Cuadro 15).

4. Prueba biolégica. E1 lote testigo presenté una media de
parasitemia del 16.4% + B8.5. El lote que recibi6é 300 mg/kg del
extracto, presentd una media de parasitemia del 5.0% % 3.2 y una
efectividad del 69.5%. E1 lote que recibi6 191 mg/kg del extracto,
presenté una media de parasitemia del 5.8% % 2.5, con una
efectividad del 64.6%. El lote que recibi6é 122 mg/kg del extracto
presenté una media de parasitemia del 6.0% % 1.8, con una
efectividad del 63.4%. E1 lote que recibié 78 mg/kg del extracto,
presentd$ una media de parasitemia del 7.7% * 3.7, con una

efectividad del 53.0%. Y el lote gque recibié 50 mg/kg del extracto
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presenté una media de parasitemia del 8.0% % 3.8, con una
efectividad del 51.3% (Cuadro 10, Gré&fica 4A). Graficamente por
extrapolacién se determiné una DE50 de 47 mg/kg (Cuadro 16, Grafica
4B).

El MSS0 para este extracto fue de 14.8. El promedio de
sobrevida para los ratones testigoc fue de 9.8 dias y mientras que
la sobre vida para cada una de las dosis de la mayor a la menor fue

de 13.2 dias, 13.0 dias, 14.0 dias, 12.7 dias y 13.8 dias (Cuadro

10).
CUADRO 10
RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A,
EXTRACTO ACUOSO PLANTA SECA EN RATONES
INFECTADOS CON P, berghei yoelii
EXTRACTO PARASITENIA SOBREVIDA
Dosis Rango Media (X) Nediana Zde Prosedic por
(E’kE) y_DE Efectividad 9rupo en dias
Testigo 5.8-27.5 16.418.5 7.5 0.0 9.8
300 2.5-13.3 5.0:3.2 4.3 69.5 13.2
191 1.5-10.4 5.822.5 5.3 64.6 13.0
122 3,5-7.3 6.011.8 6.0 63.4 14.0
78 1.1+15.4 7.723.7 7.1 53.0 12.7
50 1.3-13.7 8:3.8 8.3 51.2 13.8
— OE = LESVIACION ESTANDARD
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Grafica que representa la curva dosis~efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probitse) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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e. EXTRACTO DICLOROMETANICO, PLANTA SECA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 2.6g del extracto,
por 100 de planta procesada, de color café obscuro, consistencia

pastosa, con olor a menta (Cuadre 13).

2. Prueba de solubilidad. El extracto fue soluble en aceite de maiz
con alcohol etilico al 1%. Los solubilizantes de accién intermedia
fueron: soluciones hidroalcoh6licas al 1 y al 2%, en aceite de mafiz
solo y al 5% en Tween 80. No mostraron accién solubilizante: Tween

B0 al 2% y solucién salina (Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad., La dosis minima mortal fue de 300 mg/kg. La
DL50 y sus limites de confianza fueron de 162 mg/kg (139-188). La
DL10 de 72.44 mg/kg (Cuadro 15).

4. Prueba biolégica. El dgrupo testigo presenté una media de
parasitemia del 37.9% + 5.3. De los lotes problema el que recibié
74 mg/Kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 27.4%
+ 3.4, con una efectividad del 27.7%. El lote que recibi6é 59 mg/kg
del extracto, presenté una media de parasitemia del 28.0% % 5.6,
con una efectividad del 26.1%. El lote que recibié 47 mg/kg del
extracto, present6é una media de parasitemia del 28.%% * 2.6, con
una efectividad del 23.7%. El1 lote que recibié 37 mg/kg del
extracto, presenté una media de parasitemia del 30.5% + 7.5, con

una efectividad del 19.5%. Y el lote que recibié 30 mg/kg del
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éxtracﬁo, presentd una media de parasitemia del 34.8% = 10.7, con
una efectividad del 8.1% (Cuadro 11, Grafica 5A). Gré&ficamente por
extrapolacién se determiné una DES50 de 131 mg/kg (Cuadro 16,
Gréafica 5B).

El MS50 para este extracto fue de 1.2. El promedio de
sobrevida de los ratones testigo fue de 7.8 dias, mientras que la

sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a menor fue de:

8.7 dias, 8.2 dias, 8.4 dias, 8.3 dias y 8.7 dias (Cuadro 11).

CUADRO 11

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A,
EXTRACTO DICLOROMETANICO PLANTA SECA EN RATONES
INFECTADOS CON P, yoelii

EXTRACTO PARASITEMIA SOBREVIDA
Dosis Rango Redia (X Mediana X de Prowedio por
(ng/kg) ¥y 9E Efectivided grupo en dias
Teatigo 32.6-51.2 37.925.3 37.3 0.0 7.8
7% 18.5-30.6 27.423.4 28.4 27.7 8.7
59 19.1-36.9 20.015.6 27.5 26.1 8.2
a7 26.3-35.1 28.9:2.6 28.5 23.7 8.4
37 12.2-38.8 30.5¢7.5 32.2 19,5 8.3
30 8.3-41.6 34.8:10.7 36.7 8.1 8.7
~"TE & DESVIACTON EXTAHDARD
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Grafica que representa la curva dosis—efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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£. EXTRACTO CLOROFORMICO, PLANTA FRESCA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieraon 2g del extracto, por
100g de planta procesada, de consistencia oleosa y olor a acetona

(Cuadro 13).

2. Prueba de solubilidad. El1 extracto fue soluble en aceite de maiz
con etanol al 1%. Los solubilizantes de accién intermedia fueron:
aceite de maliz solo y al 5% en Tween 80. No mostraron accién
solubilizante: soluciones hidroalcohélicas al 1 y al 2%, Tween 80

al 2 y 5% y solucién salina (Cuadro 14).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 500mg/kg, la
DL50 y sus limites de confianza fueron de 246 mg/kg (27.2~-22.38).

La DL10 de 75.8 mg/kg (Cuadro 15).

4. Prueba biolégica. El grupo testigo presentS una media de
parasitemia del 28.6% * 4.7. De los lotes problema el lote de
ratones que recibic 75 mg/kg del extracto, present$ una media de
parasitemia del 7.9% % 3.4, con una efectividad del 79.0%. El lote
que recibié 53 mg/kg del extracto, presentdé una media de
parasitemia del 11.4% + 6.9, con una efectividad del 60.0%. El lote
que recibié 38 mg/kg, presenté una media de parasitemia del 13.0%
+ 7.6 con una efectividad del 54.5%. El lote que recibié 27 mg/kg
del extracto, presenté una media de la parasitemia del 14.0% * 9.1,

con una efectividad del 51.0%. Y el lote que recibid 20 mg/kg del
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extracto, presenté una media de parasitemia del 18.3% % 7.6, con
una efectividad del 36.0% (Cuadro 12, Gr&fica 6A). Graficamente por
extrapolaci6én se determind una DESC de 31 mg/kg (Cuadro 16, Gréafica
6B) .

El MS50 para este extracto fue de 7.9. El promedio de
sobrevida de los ratones testigo fue de 8.5 dias, mientras que la
sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a la menor fue
de: 18,3 dias, 15.3 dias, 14.9 difas, 12.9 dfas y 11.9 dias (Cuadro
12).

CUADRO No 12

RESULTADOS PE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A. ludoviciana
EXTRACTO CLOROFORMICO PLANTA FRESCA EN RATONES
INFECTADOS CON P, berghei yoelii

EXTRACTO PARASITEMIA SOBREVIDA
Dosis Rango Media (X} Mediana X de Promedio por
{ng/kg) y DE Efectividad grupo en diss
Jeatigo 19.3-37.8 28.624.7 28.5 0.0 8.5
75 3.5-15.7 7.913.4 7.8 79.0 18.3
53 1.4-20.7 19,4269 13.5 0.0 15.3
38 3.8-27.7 13.0:7.6 13.1 54.5 14.9
rid 1.6-28.5 14,0191 12.7 31.0 12.9
20 7.6-35.7 18.327.46 17.2 36.0 1.9

DE = DESVIACION ESTANDARD
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Gréfica que representa la curva dosis-efecte del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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Para valorar la significancia de los resultados obtenidos en
cada uno de los extractos se efectud un andlisis de varianza,
encontrdndose que el extracto etanélico planta seca de

A. ludoviciana presenté significancia estadistica de P<0.003.
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CUADRO 13

RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE A,
CON DISTINTOS DISOLVENTES EN g DE EXTRACTO
OBTENIDO POR 100g DE PLANTA RXTRACTADA

Disolvente Planta fresca Planta seca
Alcohol etilico al 7.8 1.6
96%
Agua 21.8 2,6
Cloroformo 2.0 no se emples
Diclorometano no se empleé 2.0
CUADRO 14
RESULTADOS DE SOLUBILIDAD DE LOS
EXTRACTOS DE A, ludoviciana ssp. mexicana
pisolvente Etandlico Acuaso Diclorometanico Clorotéraico
PS PF FS PF Ps PF
Alcohol etilico - + + + + -
al_1X en agua
Alcohol etflico - + + + + -
al 2% en agus
Aceite de maiz = - - - + +
Aceite de maiz at - + - - ++ ++
1% en etanol at
96%
Tween 80 al 2% + + - - - -
Tueen B0 al 5% - - - - 4 -
Aceite de maiz al + + - - v +
5% _en Tween 80
solucién salins - - had + - -

V|
+) = D‘llolvi
(++) = pisolvié nduun—n-
PF = planta fresca
PS = planta seca
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CUADRO 15

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD DE
mexicana EN

ludoviciana ssp.
RATONES MACHOS CD1

TIPO DE DL S50 DL 10

EXTRACTO {mg/kqg) (mg/kg)
Diclorometénico planta 162.3 72.4
seca
Clorofé6rmico planta 246.0 75.8
fresca
Etan6lico planta seca 839.0 466.0
Etanélico planta fresca 2698.0 1897.0
Acuoso planta seca 697.0 331.0
Acuoso planta fresca 390.0 61.0
L10 = Dosis letal 10

DLS0 = Dosis letal 50
CURDRO 16
ACTIVIDAD DE DIVERSOS EXTRACTOS DE
lnsig_.‘t&.\._ng sep. mexicana CONTRA
P. bexghei yoelii IN VIVO
TIPO DE EXTRACTO DE 50 MS 50
(mg/kg)

Diclorometénico 131.0 1.2
planta seca
Clorofsrmico planta 31.0 7.9
fresca
EtanSlico planta 29.2 28.70C
seca
Etanélico planta 371.0 7.2
fresca
Acuoso planta seca 47.0 14.8
Acuoso planta 63.9 6.1
fresca

DE 50 = Dosis efectiva 50

MS = Margen de seguridad 50
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A. klotzchiana
a. EXTRACTO CLOROFORMICO, PLANTA FRESCA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 16.5g del extracto,
por 100g de planta procesada, de color café, olor a menta ¥y

consistencia granular (Cuadro 21).

2. Prueba de solubilidad. El extracto fue soluble en mezcla de
aceite de mafz al 5% en Tween 80. Los solubilizantes de accién
intermedia, no hubo ninguno. No mostraron accién solubilizante:
soluciones hidroalcoholicas al 1 y al 2%, aceite de maiz solo y al
1% en etanol al 96%, en Tween 80 al 2 y al 5% y en solucién salina

{Cuadro 22).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 500 mg/kg. La
DL50 y sus limites de confianza fueron de 57.7 mg/kg (27-122). La
DL10 de 16.62 mg/kg (Cuadro 23).

4. Prueba biol6gica. El grupo testigo presenté una media de
parasitemia del 35.8% % 7.7. De los grupos problema, el que recibié
16 mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 34.8%
+ 10.7 y una efectividad del 2.7%. El lote que recibié 9.5 mg/kg
del extracto, presenté una media de parasitemia del 35.0% * 4.4 y
una efectividad del 2.2%. El lote que recibi6 5.6 mg/kg del

extracto, present6é una. media de parasitemia del 35.2% % 4.6 y una
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efectividad del 1.6%. El lote que recibié 3.3 mg/kg del extracto,
presenté una media de parasitemia del 35.8% 4.5 y una efectividad
del 0%. Y el lote que recibié 2 mg/kg, presenté una media de
parasitemia del 39.9% + 8.6 y una efectividad del 0% (Cuadro 17,
Grafica 7A). Graficamente por extrapolacién se determiné una DE50
de 35 mg/kg (Cuadro 24, Gréfica 7B).

El MS50 para este extracto fue de 1.6. E1 promedio de
sobrevida de los ratones testigo fue de 11.8 dias, mientras que la
sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a la menor fue

de: 13.2 dias, 10.4 dias. 12.4 dfas, 10.9 dias y 9.3 dias.

CUARDRO 17

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A. 3
EXTRACTO CLOROFORMICO PLANTA FRESCA EN RATONES
INFECTADOS CON P, berghei yoelii

EXTRACTD PARASITEMIA SOBAEVISA

dosis Rango Media (X) Mediana X de Promedio por
(mg/k) y DE Efectividad | grupo en dias
Testigo 21,5-42.8 35.847.7 3%.0 0.0 1.8

16.0 8.3-41.6 34.8210.7 36.7 2.7 13.2

9.5 24.6-40.8 35.024.4 38.8 2.2 10.4

5.6 24,0-40.8 35.214.6 35.7 1.6 12.4

33 24.3-40.8 35.8:4.5 35.8 0.0 10.9

2,0 27.7-54.7 39.9:8.6 39.8 0.0 9.3

DE = DESVIACION ESTANDARD
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Grdfica que representa la curva dosis—efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolac:l.én,
el punto en gue se alcanza la dosis efectiva 50.
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b. EXTRACTO CLOROFORMICO, PLANTA SECA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 4.6g del extracto,
por 100g de planta procesada, de color café, consistencia granular

y olor a menta (Cuadro 21).

2. Prueba de solubilidad. El1 extracto fue soluble en mezcla de
aceite de maiz al 5% en Twenn 80. Los solubilizantes de accién
intermedia fueron: el aceite de maiz. No mostraron accién
solubilizante: soluciones hidroalcohélicas al 1 y al 2%, aceite de
maiz al 1% en etanol al 96% y al 5% en Tween 80 y en Tween 80 al 2

y al 5% (Cuadro 22).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de"300 mg/kg. La
DLS0 y limites de confianza fueron de 28.5 mg/kg (14-55). La DL10
de 15 mg/kg (Cuadro 23).

4. Prueba biolégica. El grupo testigo presenté una media de
parasitemia del 39.7% * 11.3. De los lotes testigo el que recibié
15 mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 24.7%
+ 11.3, con una efectividad del 37.7%. El lote gue recibié 11.3
mg/kg del extracto, presenté una media de parasitemia del 34.5% *
11, con una efectividad del 13.0%; ei lote que recibi6 8.6 mg/kg
del éxtracto, presenté una media de parasitemia del 35.5% + 9.1,
con una éfactividad del 10.5%. El lote que recibi6é 6.5 mg/kg del

éxtracto, presents una media de parasitemia del 37.1% + 10, con una
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efectividad del

presenté una media de parasitemia del 39% * 10, con una efectividad

del 1.7% (Cuadro 18, Grafica 8A). Por extrapolacién se determinéd

6.8%.

una DE de 20.5 mg/kg (Cuadro 24, Grdfica 8B).

El MS50 para este extracto fue de 1.4.
sobrevida para los ratones testigo fue de 8.5 dias, mientras que la
sobrevida para cada una de las dosis, de la mayor a la menor fue

de: 13.5 dias, 15.2 dias, 14.7 dias, 11.0 dias y 12.2 dias (Cuadro

18).

CUADRO 18

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A.

EXTRACTO CLOROFORMICO PLANTA SECA EN RATONES
INFECTADOS CON P, i yoelii

El lote recibi6é 5 mg/kg del extracto,

El promedio de

EXTRACTO PARASITEHIA SOBREVIDA
Ddsis Rango Hedia (X) Hediana X de Prowedio por
{mo/kg) y DE Efectividad grupo en dias
Testigo 17.7-55.0 39.7:11.3 40.75 0.0 13.0
15.0 17.2-48.7 24.7211.3 22.5 37.7 13.5
i1.3 15.0-52.8 34.5211.5 31.4 13.0 15.2
8.6 19.9-50.9 35.519.10 35.2 10.5 14.7
6.5 13.7-45.5 37.1210,0 £1.9 5.8 1.0
13.8-44.5 39,0:10.0 &4.7 1.7 12.2

- e .
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Grat.8A PRUEBA PROFILACTICA, EXT.CLOROFORMICO PLANTA SECA
DE . A. Klotzchiana.
6O - MEDIA ¥ DESVIACION EATANDAR OF PaAAS
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+
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Grafica que representa la curva dosis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50.
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¢. EXTRACTO ETANOLICO, PLANTA SECA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 29 de extracto, por
100g de planta procesada de color café obscuro, olor a menta y

consistencia dura (Cuadro 21).

2. Prueba de solubilidad. El extracto fue soluble en Tween 80 al
5%. Los solubilizantes de accién intermedia fueron: Tween 80 al 2%
y aceite de maiz al 5% en Tween B80. No mostraron aceidén
solubilizante fueron: soluciones hidroalcoh6licas al 1 y al 2%,
aceite de maiz solo y con etanol del 96% al 1% y solucién salina

(Cuadro 22).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 1000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron de 317 mg/kg (92-1093)
{Cuadro 23).

4. Prueba biol6gica. El grupo testige presentd una media de
parasitemia de 23.5% * 5.7. De los grupos problema, el lote de
ratones que recibié 100 mg/kg presentS una media de parasitemia de
16.3% * 10 y una efectividad del 30.6%. E1 lote que recibié 56.2
mg/kg presentdé una media de parasitemia de 22.6% * 3.8 y una
efeétividad del 3.8%. El lote que recibié 31.6 mg/kg presenté una
media de parasitemia del 23.6% * 5.2 con una efectividad del 2.1%.
El lote que recibié 17.7 mg/kg present6 una media de parasitemia de

34.6% * 8 y una efectividad del 0%. Y el lote que recibié 10 mg/kg
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presentté una media de parasitemia de 35% % 4.4, con una efectividad
del 0% (Cuadro 19, Grafica 9A). Graficamente por extrapolacién se
determiné una DE50 de 120 mg/kg {(Cuadro 24, Gréfica 9B).

El MS para este extracto fue de 2.6. El promedioc de sobrevida
de los ratones testigo fue de 8.5 dias, mientras que la sobrevida
para cada una de las dosis, de la mayor a menor fue de: 9.8 dias,

9.2 dias, 7.3 dias, 9.8 dfas y 7.0 dfas (Cuadro 19).

CUADRO 19

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A.
EXTRACTO ETANOLICO PLANTA SECA EN RATONES
INFECTADOS CON P. berghei yoelii

EXTRACTO PARASITEHIA SOBREVIOA
—_
Dosis Rango Hedia (X) Mediana % de Promedio por
{ng/kg) y 9E Efectividad grupo en dias
Testiga 13.2-34.0 23.5:5.7 22.5 0.0 8.5
100.0 0.6-34.3 16.3110.0 16.9 0.6 9.8
56.2 17.0-28.2 22.613.80 13.3 3.8 5.2
31.6 1.4-29.9 23.615.20 26.7 2.1 7.3
1.7 22.6-45.7 34.68.0 16.8 0.0 9.8
10.0 34.6-40.8 35.0t4.40 38.8 0.0 7.0
ﬁmﬁx
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Gral.sA PRUEBA PROFILACTICA. EXT. ETANOLICO PLANTA FRESCA
DE A. kiolzchians.
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Grdafica que representa la curva dosis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La abeisa muestra, las.dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50. |
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d. EXTRACTO ETANOLICO, PLANTA FRESCA

1. Rendimiento de la extraccién. Se obtuvieron 4.8g de extracto,
por 100g de planta procesada, de color verde obscuro consistencia

pastosa y olor menta (Cuadro 21).

2. Prueba de solubilidad. Fue soluble en Tween 80 al 5%. Los
solubilizantes de accién intermedia fueron: Tween 80 al 2% y aceite
de maiz al 5% en Tween 80. No mostraron accién solubilizante:
soluciones hidroalcohélicas al 1 y al 2%, aceite de maiz solo y al

1% en etanol del 96% y solucién salina isoténica (Cuadro 22).

3. Prueba de toxicidad. La dosis minima mortal fue de 2000 mg/kg.
La DL50 y sus limites de confianza fueron de 1569 mg/kg (563-4375).
La DL10 de 782 mg/kg (Cuadro 23).

4. Prueba biol6gica. El1 grupo testigo presenté una media de
parasitemia del 17.7% * 8.6. De los grupo problema, el gue recibié
600 mg/kg presenté una media de parasitemia 16.1% % 4.2 y una
efectividad del 9.5%. El lote que recibié 322 mg/kg presentd una
media de parasitemia de 17.1% * 6.7 y una efectividad de 3.9%. El
lote que recibié 173 mg/kg presenté una media de parasitemia de
18.8% + 17.8 y una efectividad del 0%. El lote que recibi¢ 93 mg/kg
presenté una media de parasitemia del 20.2% y una efectividad del
0%. ¥ el lote gue recibi6d 50 mg/kg pre'senté una media de
parasitemia de 26.8% * 5.9 y una efectividad del 0% (Cuadro 20,

97



Grédfica 10A)., Gr&ficamente por e}xtrapolacién se determiné una DES0
de ‘143 mg/kg (Cuadro 24, Gr&fica 10B).

El MS50 para este extracto fue de 1.09. El promedio de
sobrevida de los ratones testigo fue 14.3 dias, mientras que la
sobrevida para cada una de las dosis de la mayor a menor fue de:

17.0 dias, 18.4 dias, 18.0 dias, 15.9 dias y 14.2 dias (Cuadro 20).

CUADRO 20

RESULTADOS DE LA PRUEBA PROFILACTICA DE A. i
EXTRACTO ETANOLICO PLANTA FRESCA EN RATONES
INFECTADOS CON P, i wvoelii

EXTRACTO PARASITEMIA SOBREVIDA
I Db3is Rango Media (X) Hediana X de Promedio por
(ng/kg) y DE Efectividad grupo en dias
Testino - 1.4-28.0 17.7:8.6 20.1 0.0 14.3
B 600 10.7-28.8 16.124.2 18,9 9.5 17.0
322 6.30-25.7 17.126.7 18.5 3.9 18.4
173 0.1-43.3 18.8117.8 28.5 0.0 18.0
93 2.2-50.0 20.2:13.7 18.2 0.0 15.9
50 19.9-34.7 26.815.9 25.0 0.0 4.2
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Gré&fica que representa la curva dosis-efecto del extracto sobre la
parasitemia. La ordenada muestra el porcentaje de efectividad (en
probits) del extracto. La absisa muestra, las dosis del extracto en
escala logaritmica. La linea interrumpida indica por extrapolacién,
el punto en que se alcanza la dosis efectiva 50,
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RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE A.

CUADRO 21

CON DISTINTOS DISOLVENTES EN g DE EXTRACTO
OBTENIDO POR 100 g DE PLANTA EXTRACTADA

Disolvente Planta fresca Planta seca
Alcohol etilico al 4.8 2.0
96 %
Cloroformo 16.5 4.6
CUADRO 22
RESULTADOS DE SOLUBILIDAD DE LOS
EXTRACTOS DE A. kletzchiana
Disolvente Etanslico Cloroférmico
PS PP PS PF
Alcohol etilico al - - - -
1% en agua
Alcohol etilico al - - - -
2% en agua
Aceite de maiz - - + -
Aceite de mafz al - - ~ -
1% en etanol al 96%
Tween 80 al 2% + + - -
Tween 80 al 5% ++ +4 - -
Aceite de maiz al + + ++ ++
5% en Tween 80
Solucién asalina - - - .

No disolvié
Disolvi6 poco

(=)

(+)

nnnyn

(++)
PF Planta freesca
PS Planta seca

Disolvié adecuadamente
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CUADRO 23

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD
DE Artemisia klotzchjana EN RATONES

MACHOS CD1
TIPO DE EXTRACTO DL 50 (mg/kg) DL 10 (mg/kq)
Cloroférmico planta seca 28.5 15.0
Cloroférmico planta fresca 57.7 16.6
EtanSlico planta seca 317.0 104.0
Etanélico planta fresca 1560.0 782.0
PL10 = Dosis letal 10
DLS0 = Dosis letal 50
CUADRO 24
ACTIVIDAD DE DIVERSOS EXTRACTOS DE A. klotzchiana
CONTRA P. i yoelii IN vIvO
TIPO DE EXTRACTO DE 50 ’ MS 50
(mg/kg)
Coroférmico planta 20.5 1.4
seca
Clorof6érmico planta 35.0 1.6
fresca
Etanélico planta seca 120.0 2.6
Etanélico planta 143.0 1.09
fresca
DE = Dosis efectiva 50

MS = Margen de .seguridad 50
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RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

No se detects la  presencia de  Artemisinina " ni
Dihidroartemisinina en los extractos etanélico, diclorometaniéo;y
acuoso de planta seca de A, Judoviciang, mediante “esta
cromatografia en capa fina, utilizando las muestras de referencia,

en el sistema de elucién ya mencionado.

1. Extracto etan6lico planta
fresca A. ludovicjana

. Extracto etandlico planta
seca A. ludoviciana

3. Extracto dlclorometénlco
planta seca A.

4. Extracto acuoso planta
seca A. ludoviciana

R-3 Artemisinina
(referencia)

R~4 Dehidroartemisinina
(referencia)

. Extracto cloroférmico
planta seca A-

Extracto etanSlico planta
seca A. klotzchiana
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS in vitro

El extracto diclorometdnico de planta seca de A. ludoviciana
ssp mexicana presentd una Concentracién Inhibitoria 50 (C150) de
50pg/ml y el extracto etan6lico de la misma planta presenté una
CI50 de 5pg/ml. Este ultimo resultado corresponde a una actividad
similar al que se reporta para el extracto etanSlico de A, annua.

De las substancias aisladas del extracto diclorometdnico y que
fueron analizadas ip vitro contra cultivos de P, falciparum se
reportaron los siguientes datos: 3e-hidroxireynosina fue inactiva
50pg/ml. La estafiatina presenté una CIS50 de 0.795pg/ml,
ludovicina A presenté una Ci50 de 5pg/ml, santamarina presenté una
CI50 de 2.530ug/ml, armefolina presenté una CI50 de 3,580ug/ml,
crisartemina B presenté una CI50 de 0.640pg/ml y arglanina presenté

una CI50 de 0.390pg/ml. La CISO0 para la artemisinina fue de 4pg/ml.
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DISCUSION

A partir de plantas se han obtenido diferentes productos como
aceites, perfumes y medicamentos. Entre los ultimos se han
identificado esteroides, codeina, atropina, reserpina, digoxina,
etc., etc. Se considera que las plantas son una fuente importante
de nuevos compuestos con propiedades farmacolSgicas y terapetticas
de gran utilidad para el hombre.

Farnsworth y Bingel (1975) sefialan el aislamiento de 1650
compuestos de estructura nueva y 3077 compuestos de estructura ya
definida. Algunos de estos compuestos han presentado propiedades
antihelminticas, antibacterianas, antimic6ticas o antiprotozoarias
y algunos con propiedadades antivirales.®

La bisqueda de un efecto o propiedad biol6gica predeterminada,
en plantas, ha seguico dos caminos, en algunos casos la propiedad
se busca en plantas &l azar como ocurre en el National Cancer
Institute de USA institucién que busca compuestos con propiedades
antineoplésicas.® Por lo general, esta blisqueda al azar ocasiona
una considerable inversién de tiempo y utiliza grandes recursos
econémicos.

El segundo camino es la biisqueda de la propiedad biolégica a
partir de plantas a las que tradicionalmente las comunidades
humanas, de alguna regién, les confiere alguna actividad biolégica,
este es el caso de la bilisqueda exitosa que los chinos hicieron a
partir de extractos de A, annua. En este segundo camino, la

bisqueda es dirigida a la demostracién de la existencia de la

104



propiedad sefialada por la experiencia de su uso. Esa actividad
biolégica no slempre se encuentra, pero las posibilidades de
hallarla son muy superiores a la busgueda al azar, lo cual reduce
tiempo y costos.

Una vez seleccionada la planta, la propiedad biolégica buscada
puede ponerse al descubierto mediante ensayos con extractos crudos
o con cada uno de los compuestos que se aislen de dichos extractos.
Con el extracto crudo, generalmente un solo ensayo puede definir si
la planta contiene o no la propiedad buscada, aunque no se puede
precisar la clase o tipo de compuesto, sin embargo, este método
ahorra tiempo y costo. La relativa sencillez del método permite,
una vez establecido el sistema, el estudio de gran nimero de
plantas en breve tiempo y en forma simulté&nea. Aquellas plantas que
presentan la propiedad biolégica requerida se someten a una segunda
etaga, con separacién y ensayo de sus diferentes compuestos para
identificar el compuesto que posee el principio activo.

El ensayo biol6gico ya sea de extracto crudo o compuesto puro
se puede efectuar in vitro o in vive.®8.8.8 gn 1os ensayos in
vitro, se usan par&sitos mantenidos bajo condiciones de cultive,
los cuales se someten a la accién de los compuestos o extractos a
ensayar, midiendo la capacidad de multiplicacién del parésito con
© sin el preparado. En estos ensayos habitualmente se utiliza P,
falciparum.®®% Este tipo de ensayo tiene como
ventajas: ser cuantificables, reproducibles, requieren poco
material,® y ademas se pueden efectuar varios ensayos a la vez., Un

ejemplo de esto es el anAlisis que se efectué con extractos crudos
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de plantas que se han empleado por la medicina tradicional como
antimaléricos en alguna reqgién del mundo como A, annua en China,
Brucea javanica, en Thailandia, Castela nicholson en USA, Ricrasma
antidesma en Honduras y Simaba c¢edron en México y después se
procedié a efectuar el aislamiento de los compuestos del extracto
que haya ocasionado efecto inhibitorio en la multiplicacién del
parasito.®” Los ensayos in vitro presentan las siguientes
desventajas: cuando existe efecto del preparado ensayado sobre la
multiplicacién del parasito el ensayo no dicierne sobre si tal
efecto es un efecto antiparasitario especifico o se trata de un
efecto citotdxico general es decir que de igual forma que afecta al
pardsito, afectard a cualgquier célula.

Los modelos in vivo se utililizan para valorar un efecto
determinado en compuestos puros o extractos de plantas.”® Farnsworth
y col. reportan ensayos con extractos crudos, buscando propiedades
antiinflamatorias, antiulcerosas etc. En la Dbisgueda de
antiinflamatorios, en algunos de esos ensayos, se analizaron los
extractos crudos de 163 plantas con modelos in vivo encontréndose
un efecto inhibitorio de la inflamacién gque va desde un 25% hasta
un 79%.® Cletus y col. utilizaron extractos etandlicos,
cloroférmicos y acuosos de Pyrenacantha gtaudtii en modelos in yivo
para buscar efecto antiulceroso gédstrico, encontraron que el
extracto etanélico posee este efecto, y lo interesante es, que a
partir de este extracto se pudieron aislar compuestos como las
saponinas cuyo efecto antiulceroso es semejante al de la

cimetidina.”
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El Instituto Médico Nacional, en nuestro pals efectué ensayos
clinicos con algunas de las plantas que la conseja popular ha
utilizado para el tratamiento de las fiebres, encontrando que el
Heliotropium peruvianum poseia algunas propiedades
antimalédricas.’®%% sin embargo, por razones no especificadas
claramente estos trabajos clinicos se descontinuaron, dejando una
gran incégnita sobre la existencia real de tal efecto.

Las ventajas que presenta el trabajar con modelos in vivo
pueden ser las siquientes: se valora el efecto deseado en forma
directa, puesto que se esta trabajando con organismos vivos,
también se puede valorar la mejor via de administracién del
compuesto”'“ o extracto y ademds Be determina si existe un efecto
téxico inespecifico de evolucién aguda o crénica. Dentro de las
desventajas que se podrian mencionar es la extrapolacién de datos,
es decir una informaci6én que se obtiene en un modelo de roedor no
podréd ser extrapolada como real en un modeloc humano. Esta situacién
se puede observar en malaria, en donde los pardsitos presentan
especificidad de especie., Se ha observado que la sensibilidad
hacia los f4rmacos varia de acuerdo con la especie del parésito,
farmacos que han sido analizados en especies diferentes a la humana
al ser aplicados en el hombre ya no presentan el mismo efecto. En
relacién al modelo aqui usado, Peters ha encontrado que existe una
respuesta semejante de P.berghel y P, falciparum % hacia algunos
antimaldricos como la cloroquina. En modelos con P, bherghei y B.
cynomelgi v la artemisinina como antimal&rico se ha observado que

tiene una buena actividad como esquizonticida sanguineo, hecho que
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se ha podido extrapolar a la malaria humana.®

RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES

En igualdad de circunstancias el rendimiento de los extractos
de A. ludoviciapa fue mayor al de A, klotzchiana. Con los extractos
de planta fresca y seca se observa que los extractos etanélicos y
acuosos de planta fresca de ambas especies presentaron un mayor
rendimiento que los extractos de la planta seca, esta diferencia se
observa en forma muy marcada con los extractos acuosos de A,
ludoviciana en donde el rendimientc del extracto de la planta
fresca es 8 veces mayor que el extracto de la planta seca. Los
extractos cloroférmicos y diclorometdnico de ambas especies tanto
de planta fresca como de planta seca mostraron un rendimiento
semejante. No se observa una relacién directa entre el rendimiento
de la planta y la solubilidad del extracto. Existe una relacién
inversa entre el rendimiento de la planta y su toxicidad, es decir,
a mayor rendimiento menor toxicidad. No existe una relacién directa
entre el rendimiento y la efectividad inhibitoria de 1a
parasitemia.

El rendimiento de una planta esta influido, por la cantidad de
componentes que puedan ser extrafdos por un disolvente con una
determinada polaridad. Ademds, existen otros factores que influyen
en este rendimiento como son, la é&poca del afio en que es colectada
la planta, la regién donde se efectia la colecta y la parte de la
planta que es utilizada. No se efectus un andlisis de la influencia

de estos factores en el rendimiento de nuestros extractos.
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" El mayor rendimiento de la planta fresca seguramente esté
determinado -por la gran cantidad de clorofila y otros compuestos
hidrosolubles, ya que el agua extrae la mayor parte de los
compuestos existentes en el material vegetal, debido a su capacidad
para formar puentes de hidrégeno. El etanol, disclvente de menor
polaridad que el agua, extrae componentes de mediana polaridad. La
clorofila y algunos otros componentes como los aceites esenciales
son eliminados cuando la planta se encuentra deshidratada.?’

El rendimiento de los extractos cloroférmicos ¥
diclorometanico fue semejante, porque ambos disolventes son de muy
poca pelaridad y, por lo tanto ademds extraen compuestos de baja
polaridad que se encuentren tanto en planta fresca como en la
planta seca.

La solubilidad dependeréa de la cantidad de compuestos polares
Y poco polares presentes en el extracto, pero también depende del
vehiculo utilizado y es independiente del rendimiento de la planta.

El efecto inhibitorio de la parasitemia esta dado por la clase
de compuestos aislados en cada extracto, mds no por el rendimiento
de la planta, por lo tanto, el hecho de que el efecto inhibitorio
mayor o menor de un extracto se asocie con mayer o mener

rendimiento de su extraccidén, es puramente accidental.

PRUEBAS DE SOLUBILIDAD
Los extractos mostraron patrones de solubilidad diferentes,
los cuales estuvieron en relacién al tipo de extraccién que los

originé, e independientes de la especie de Arteminig de procedencia
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o del estado fresco o seco del material extraido. Todos los
extractos etandlicos de ambas plantas fueron totalmente solubles en
Tween 80. Los extractos cloroférmicos y diclorometénico fueron
adecuadamente solubles en las mezclas aceite de maiz-etanol y
aceite de maiz-Tween 80. Los extractos acuosos de planta fresca y
seca de A, Jludoviciapng fueron tunicamente solubles en agua. No
existe una relacién directa entre la solubilidad y el rendimiento
de la planta. Pero si existe una relacién inversa entre la
solubilidad y toxicidad de los extractos en ambas plantas, todos
los extractos que se disolvieron en la mezcla donde estuvo presente
el aceite de maiz fueron los m&s téxicos. La efectividad para
inhibir la parasitemia de cada extracto no esta relacionada con su
solubilidad.

La diversidad de los patrones de solubilidad gue fue observada
en ambas plantas, se podrfa explicar por la polaridad de les
compuestos aislados en cada extracto, el aislamientc esta
directamente determinado por la polaridad del disolvente utilizado.
Asi los extractos con compuestos muy polares unicamente podrén
disolverse en subtancias muy polares o en substancias con
propiedades anfotéricas y los extractos con compuestos poco polares
Gnicamente podrén disolverse en substancias poco polares. Los
extractos etanédlicos los cuales extraen compuestos de mediana
polaridad fueron solubles en Tween 80 debido a que este es un
agente tenscactivo cor un valor hidrofilico-lipofilico alto y por
ello la gran mayoria de los compuestos polares gue son extraidos

con el etanol, se disuelven con mayor facilidad en este agente.
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Seglin la escala de Griffin, la cual explica el balance hidrofilico-
lipefilico de un agente tensocactivo, el Tween 80 tiene un valor de
15.

Los extractos cloroférmicos y diclorometdnico que seguramente
contienen compuestos poco polares, unicamente fueron solubles en
las mezclas aceite de maiz—etanol y aceite de maiz-Tween 80 gque
poseen un balance hidrofilico-lipofilico bajo, por ello tienen la
capacidad para disolver Gnicamente los compuestos poco polares o neo
polares.

Los extractos acuosos fueron solubles en disolventes de gran
polaridad como el agua y muy poco sclubles en otros solventes por
la gran cantidad de compuestos polares que contiene, razén por la
cual se prefirié utilizar al agua como vehiculo, aunque se pudieron
haber utilizade agentes tensoactivos con un valor elevado de
balance hidrohilico-lipof{lico alto como el lauril sulfato de sodio
cuyo valor, en la escala.de Griffin es de 40.

Los extractos que mostraron mayor rendimiento fueron los
extractos etanélicos y acuosos de planta fresca, estos extractos
presentaron una solubilidad semejante a la de los extractos de
Planta seca, esto nos estaria hablando de que la solubilidad esta
determinada por la clase de compuestos extraidos, mas que por la
cantidad obtenida de los extractos.

Otros autores que han trabajado con extractos de plantas, no
han tenido problema para solubilizar sus extractos, por ejemplo
Cletus y col. utilizaron solucicnes de Tween 80 como unico vehiculo

para extractos cloroférmicos acuosos y etanélicos de Pyrenacantha
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gtaudtii y obtuvieron una adecuada solubilidad.?” otros autores han
utilizado soluciones hidroalcoh6licas al 1% tanto para extractos
acuosos y cloroférmicos como para etanSlicos de diferentes plantas,

B  Con nuestros extractos tuvimos que usar

con buenos resultados.
un mayor nudmero de vehfculos, situacién que nos indica la
dificultad para solubilizarlos y como se ha mencionado este
fenomeno probablemente se deba a la diversidad de compuestos

extraidos,%.100.1%

TOXICIDAD

De las 2 especies de plantas, A. kKlotzchiana resultt ser més
téxica que la A, ludoviciana en la mayoria de sus extractos. Los
extractos menos téxicos de ambas plantas fueron los etanélicos. Los
extractos mas téxicos fueron los extractos clorof6rmicos y el
diclorometénico. Los extractos acuosos gquedaron con un valor
intermedio. Los extractos etanélicos de A, ludovicina y acuosos de
planta fresca, de ambas plantas, que presentaron un mayor
rendimiento, también demostraron ser los menos téxic‘os. Existe una
relacién inversa entre la toxicidad y la solubilidad del extracto.
Los extractos etanfélicos de A, ludoviciana fueron los menos téxicos
Y los gque demostraron una mayor efectividad para inhibir 1la
parasitemia.

El efecto t6xico de los extractos se explica por la cantidad
y clase de compuestos aislados en cada extracto, asi el efecto
téxico de los extractos de planta fresca con un mayor rendimiento,

es menor que los extractos de planta seca, debido a la gran
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cantidad de clorofila y otras enzimas que estin presentes en la
planta no deshidratada y que exiben escasa toxicidad. Por esta
razén en igualdad de peso los extractos de planta seca resultan més
toéxicos que los de planta fresca. La mayor toxicidad observada, se
presenta en aquellos extractos cuyo disolvente es poco polar y que
ademés fueron solubles dnicamente en las mezclas, en donde estuvo
presente el aceite de maiz, esto indica que probablemente las
substancias extrafdas son muy téxicas, como las sesquiterpeno
lactonas.? Ademas, estos extractos téxicos mostraron una escasa

capacidad para inhibir la parasitemia.

ENSAYO BIOLOGICO

Existe diferencia de comportamiento de los extractos entre
ambas plantas, en cuanto a su efecto inhibitorio sobre el parédsito,
medido a través de la inhibicién de la parasitemia. La diferencia
en comportamiento esta dada por la especie de la planta empleada y
por el tipo de disolvente utilizado para la extraccién, asi como
del estado seco o fresco de la planta usada. Los extractos de A,
ludovicjana demostraron una mayor efectividad para inhibir 1la
parasitemia que los extractos de A. Klotzchiana. Los extractos
etandlicos de A, ludovicina demostraron una efectividad mayor para
inhibir la parasitemia. De todos los extractos el que demostr$ una
mayor efectividad fue el extracto etanélico planta seca de A.
ludoviciana. Los margenes de seguridad cincuenta (MS50) mas altos,
se observan en los extractos acuosos y etan6licos de planta seca de

ambas especies. Existe una relacién inversa entre la toxicidad de
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los extractos y su efecto inhibitorio de la parasitemia. No existe
ninguna relacién entre la solubilidad de los extractes y su efecto
inhibitorio,

El efecto inhibitorio de cada especie de planta y de cada
extracto, esta determinado por la clase y cantidad de compuestos
extraidos. Cada especle de Artemisia tendrd compuestos con
propiedades biolégicas afines o distintas a otras especies del
mismo género. Algunos de estos compuestos ya han sido valorados,
como por ejemplo, la artemisinina extraida de A, apnua la cual
posee un efecto antimaldrico, la tamaulipina, sesquiterpeno lactona
aislada de A, hispanica con posible efecto antitumoral’ y algunos
extractos de A, abgintjum que han sido utilizados como
antipiréticos con buenos resultados.!®?

Uno o méds compuestos gue se encuentran en A, Jludovigiansg
tienen efecto antimaldrico, y al parecer se encuentran mas
concentrados en los extractos etandlicos y acuosos de planta seca
que en los extractos de planta fresca, situacién que es deducible
al comparar la inhibicién de la parasitemia de cada uno de estos
extractos. El andlisis de varianza demostré que la inhibicién de la
parasitemia de este extracto tiene una significancia estadistica de
P<0.003. La DES50 del extracto etandlico de A,ludoviciana planta
seca (29.2 mg/kg) corresponde a lé menor de todas las DESO:
ob;enidas en todos los extractos. Afortunadamente, este extracto
etan6lico present6 una menor toxicidad y por ello obtiene un margen
de seguridad alto.

De los extractos cloroférmicos de ambas plantas se puede
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mencionar lo siguiente, el mds efectivo para inhibir la parasitemia
de los tres extractos fue el de la planta seca de A.Klotzchiana,
con una efectividad para inhibir la parasitemia hasta del 37%, pero
es un extracto con una toxicidad alta, y con un MS50 menor de 10.
El extracto cloroférmico planta fresca de A.klotschiapa fue el
menos potente de los tres extractos, uUnicamente produjc una
efectividad del 2.7% para reducir la parasitemia en la dosis
maxima. con un MS50 menor de 10,

Los MS50 estén relacionados directamente con el efecto
inhibitorio y la toxicidad de cada extracto. Asi, un margen de
seguridad dado nos estard indicando el nimero de veces gque se
necesita aplicar la DES0 para producir un efecto téxico.”
Finalmente, este margen de seguridad esta relacionado con la clase
de compuestos aislados en cada extracto, ya que estos determinan la
efectividad y toxicidad. E]l MS50 del extracto etanélico planta seca
fue de 28.7, lo cual nog estarfa indicando que se necesita aplicar
28.7 veces la DE50 para presentar un efecto téxico.'031%

El compuesto o compuestos con propiedad antimalérica,
extraldos del extracto de A, ludoviciana, tiene una estructura
diferente a la artemisinina debido a: los extractos que fueron
extraidos con disolventes semejantes a los utilizados, para aislar
artemisinina, no presentaron efecto inhibiteorio importante, hecho
que s5i Be observé con los extractos obtenldos con disolvente de
mayor polaridad.’ La cromatografia en capa fina del extracto
etandlico, no mostrd la presencia de artemisinina y los ensayos in

vitro de dicho extracto contra P. falciparum realizados, en
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Inglaterra, sefialan que posee un efecto inhibitorio de 1la
parasitemia cuantitativamente semejante a A.annua.

En cuanto a la sobrevida de los ratones, tunicamente en los
extractos etandlicos de A, ludoviciana se observé una diferencia de
sobrevida, entre los grupo control y los grupo testigo. En el resto
de lo extractos no hubo diferencias entre los grupos testigo y

grupos problema de cada uno de los extractos de ambas plantas.
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CONCLUSIONES

Los diferentes extractos de A, Kklotzchiapa no tuvieron efecto
inhibitorio sobre la multiplicacién de B, berghei.

Existe actividad antimalédrica en A, ludoviciana.

El efecto antimaldrico se obtiene s6lo del extracto etandlico.

El efecto antiparasitario del extracto etandlico de
A, ludoviciana es cuantitativamente equiparable al que exhiben
extractos etan6licos de A. anpnua, en ensayos ip vitro con P,
falciparum.

El compuesto o compuestos que poseen actividad antimaldrieca no

se identifican con la artemisinina.

El compuesto o compuestos activos contra P. berghei de
A.ludoviciana, podrén ser sesquiterpeno lactonas distintas a
la artemisinina, o bien ser otros compuestos no relaciocnados

con esas moléculas.
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El extracto que mostré actividad antimalarica es poco téxico,
activo a concentraciones bajas y tiene un margen de seguridad

alto.

Es imperativo continuar con el andlisis de los extractos
alcoh6licos de A, ludoviciapa, para aislar el compuesto que
produce el efecto inhibitorio de la parasitemia. Aislado e
identificado, tal compuesto, ya en estado puro, deberd ser
sujeto a nuevos ensayos como antimaldrico y ser valorado
farmacolégicamente, para determinar su efecto biolé6gico
general sobre la economia de los animales experimentales, y
su toxicidad crénica, antes de decidir, si se justifica la
realizacion de ensayos, en la fase uno, con voluntarios

humanos.
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