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Resumen

Actualmente ha aumentado el uso de plantas medicinales debido a la creencia de
que natural significa inocuo. Estos son tomados por los pacientes, sin prescripcion
meédica; tal es el caso de la corteza de Hintonia latiffora que se consume en
América y Europa debido a sus propiedades antioxidantes, para controlar la
diabetes y su uso empirico reporta ser buen remedio para la malaria. Se ha
evaluado la eficacia antimalarica de extractos crudos de Hintonia latiflora en
modelo murino, donde demostré que retarda el periodo de patencia de los
plasmodios y aumenta la sobrevida de los animales infectados; también se
constaté que es un excelente febrifugo, sin embargo, aun se desconocen muchos
efectos bioldégicos como el que causa sobre el parasito plasmodio, por lo que en el
presente estudio, se evalué 1000 mg/kg del extracto metandlico de Hintonia
latiflora sobre la ultraestructura parasitaria de Plasmodium yoelii yoelii mediante el
ensayo de Peters, el cual consto de un tratamiento oral de cuatro dias, cada 24
horas. Los ratones se dividieron en cuatro grupos de cinco ratones cada uno;
primer grupo ratones infectados sin tratamiento, segundo grupo ratones infectados
y tratados con el extracto metandlico de Hintonia latiflora, tercer grupo ratones
infectados y tratados con el vehiculo Tween 80 al 0.4% y cuarto grupo ratones
infectados y tratados con 15 mg/kg de cloroquina. Como consecuencia del
tratamiento, se observd disminucién significativa en la parasitemia de los animales
tratados en comparacién con los del grupo control sin tratamiento y en la mayoria
de los parasitos evaluados, los cambios ultraestructurales mas evidentes fueron la
desorganizacién y ruptura de membranas celulares, alteracién en la vacuola
parasitéfora y deplecion de ribosomas. Los parasitos intraeritrociticos de los
ratones CD1 infectados con Plasmodium yoelii yoeli, sufren cambios
ultraestructurales severos como consecuencia de la administracion oral de 1000

mg/kg del extracto metandlico de la corteza de Hintonia latiflora.

PALABRAS CLAVE: Malaria, Plasmodium yoelii yoelii, Hintonia latiflora,

extractos, productos naturales.



1. INTRODUCCION

1.1 Historia de la malaria

El termino malaria tiene sus origenes en el italiano medieval (mala aria, que
significa mal aire). También se le conoce como paludismo, que proviene del latin
palus y significa pantano. Esta connotacidn etimologica ilustra la forma mas comun
en la que se suponia se adquiria la enfermedad en el pasado, que era inhalando el
aire contaminado de los pantanos donde estaba presente el vector bioldgico
(Hommel, 2007).

Charles Louis Alphonse Laveran, identifico el parasito de la malaria en 1881
cuando examinaba la sangre de un paciente que habia muerto por fiebre del
pantano, lo que él dedujo fue que el parasito sanguineo habia sido la causa del
deceso; Laveran recibié el premio Nobel en Medicina en 1907, su descubrimiento
explica los sintomas de la malaria causados por el protozoario (Mundwiler-
Pachlatko y Hansen-Peter, 2013). Posteriormente investigadores como Ettore
Marchiafava, buscaba demostrar que la transmision de la malaria se efectuaba a
través de la sangre de los pacientes febriles, de tal forma que le dio el nombre de

Plasmodium (Ledermann y Valle, 2009).

El Plasmodium esta clasificada dentro del Reino Protista, Filum Apicomplexa,
Clase Aconoidasida, Orden Haemosporida, Familia Plasmodiidae, Género
Plasmodium (Chiodini et al., 2001). Se sabe que existen mas de 100 especies de
plasmodios que infectan mamiferos, aves y reptiles, también que la enfermedad se
inicia con la inoculacion del parasito por medio de la picadura del mosquito
hembra del género Anopheles, el cual agrupa cerca de 400 especies; aunque solo
tres se han confirmado como los principales vectores del paludismo humano en
México: Anopheles albimanus, Anopheles pseudopunctipennis y Anopheles
vectitipennis (Casas y Bonilla, 2006).



1.2 Epidemiologia de la malaria

La malaria continua siendo la enfermedad parasitaria mas importante a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud publicado en 2014,
menciona que en 97 paises la malaria es endémica, y se distribuye principalmente
en las zonas tropicales y subtropicales del mundo. Se estima que en el afio 2013,
198 millones de personas se infectaron y que de esos casos 584 000 murieron. La
situacion mas grave ocurre en los paises de Africa al sur del Sahara, donde los
nifos menores de cinco afos estan particularmente expuestos y es una de las

principales causas de mortalidad infantil (WHO, 2014).

En México la malaria se control6 a mitad del siglo pasado, pero la migracion
humana desde paises centroamericanos donde no se ha logrado un control
adecuado, representa un riesgo que pudiera favorecer la transmision autéctona en
las diversas regiones del pais donde los mosquitos transmisores estan presentes.
Las zonas que presentan mayor riesgo son las comunidades rurales de los
estados de Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Guerrero,
Michoacan, Nayarit, Sinaloa, Jalisco, Sonora, Chihuahua y Durango (Rodriguez y
Reyes, 2011).

Tradicionalmente la malaria se ha atribuido a cuatro especies de plasmodios:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae y Plasmodium
ovale, las cuales presentan una distribucion geografica particular: Plasmodium
falciparum se distribuye en todas las zonas paludicas del mundo pero predomina
en Africa Subsahariana. Plasmodium malariae tiene un area de distribucién similar
a la de Plasmodium falciparum pero es mucho menos frecuente. Plasmdium vivax
predomina en América central e India y Plasmodium ovale se encuentra en Africa
y es muy raro fuera de ella (Baird, 2009). Hace mas de 50 afos se reportdé que
bajo condiciones de laboratorio, algunos plasmodios de mono se transmitian al
humano (Coatney et al., 1971), ahora se conoce que Plasmodium knowlesi esta
emergiendo como un patdégeno zoondtico muy importante y que esta siendo
exportado de las zonas endémicas a otras partes del mundo a través de viajeros.

La infeccion puede ser potencialmente propagada a través de transfusiones
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sanguineas, trasplante de medula 6sea e infecciones congénitas (Carrasco y
Malagon, 2011).

Cabe destacar que en todos los paises las areas malaricas endémicas
corresponden a poblaciones pobres y dispersas, situadas en la periferia del
desarrollo economico. En nuestro pais se incluyen a los grupos Mixtecos,
Zapotecos y varios grupos Mayas en el sureste mexicano (Rodriguez y Reyes,
2011).

1.3 Morfologia de Plasmodium spp

Los plasmodios pertenecen al Filum Apicomplexa el cual incluye a otros
protozoarios de interés médico y veterinario como Toxoplasma gondii,
Cryptosporidium spp, Isospora spp, Babesia spp, Eimeria spp, Sarcocystis spp y
Neospora caninum. Son parasitos intracelulares obligados y la mayoria se
desarrollan y se replican dentro de una vacuola parasitéfora. La proliferacion de
estos microorganismos, ocurre a través de la invasion de la célula huésped y
continua con el desarrollo y replicacion de los parasitos hasta lisarla. Los parasitos
liberados no pueden sobrevivir extracelularmente, por lo que tienen que invadir de
nuevo otras células para continuar su ciclo de vida. Todos ellos comparten
algunos rasgos morfologicos como son “zoitos”, que son estadios parasitarios
especializados, los cuales tienen en comun una organizacidén estructural; son
alargados, se mueven por deslizamiento y poseen un complejo apical y organelos
secretores llamados roptrias, micronemos y granulos densos que son de

naturaleza proteica (MeAnard, 2001).

Su estructura es mantenida por un citoesqueleto que estd compuesto por
microtubulos y microfilamentos y diversas proteinas como tubulina, actina y
miosina. El conjunto de microtubulos esta anclado a un anillo polar que corre de
manera longitudinal por debajo del peliculo que es una estructura formada por la
membrana plasmatica y dos membranas internas y que aparentemente estan

involucradas en fendmenos de secrecion, motilidad y evasién de la respuesta
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inmune. Asociada a la membrana interna del peliculo existe un complejo
membranal interno que sirve de anclaje al citoesqueleto de microtubulos (Striepen
et al., 2007). Las roptrias y los micronemos se encuentran exclusivamente en el
extremo apical y secretan su contenido en esta zona, a diferencia de los granulos
densos que estan distribuidos en todo el parasito y secretan su contenido en

cualquier parte de la superficie parasitaria (figura 1).

Membrana plasmatica
1

Mitocondrién

Microtubulo

Nicleo

Prominencia
apical

Complejo de
membrana interna

_— Granulos

Figura 1. Principales organelos de Plasmodium spp en etapa de merozoito. Tomado de Bannister
y Sherman, 2009.

Las roptrias son organelos en forma de sacos alargados y los micronemos son
organelos vesiculares. Las secreciones de estos organelos contienen numerosas
proteinas con propiedades adhesivas y son responsables aparentemente de

cuatro interacciones importantes entre los zoitos y la célula huésped:



1. Adhesion a la membrana plasmatica de la célula huésped.

2. Desmantelamiento local del citoesqueleto de la membrana plasmatica de la

célula huésped.

3. Transformacion de la membrana plasmatica de la célula huésped en una

vacuola parasitofora.

4. Vincular el motor de actina-miosina del parasito a la célula huésped para

impulsar al zoito dentro de la vacuola parasitofora o a la matriz extracelular.

Los granulos densos son estructuras vesiculares que una vez que el zoito ha
entrado a su célula huésped, se mueven a la superficie del parasito y liberan su
contenido para provocar una expansion de la vacuola parasitéfora (Blackman y
Bannister, 2001).

A continuacion se describen las fases de Plasmodium spp en el humano:

1.3.1 Merozoito

El merozoito es una de las fases invasivas del plasmodio. En Plasmodium
falciparum tienen la apariencia de un limén, son ovoides y quizas los mas
pequefios del género ya que miden entre 1-2 uym (Bannister y Mitchell, 2009;
Cowman y Crabb, 2006). A pesar de su pequeio tamafio, cada merozoito
contiene todo la maquinaria necesaria para invadir y alimentarse de su hospedero
(Bannister et al., 2000).

En el apice del merozoito, se localizan los organelos secretores, numerosos
ribosomas libres, un mitocondrién y un plastido trimembranal que esta anclado a la
red subpelicular de los microtubulos. En la zona localizada entre las roptrias y el
nucleo se observa una gran cantidad de ribosomas libres, el nucleo esta ubicado

basalmente y contenido dentro de una envoltura nuclear; presenta poros, la



cromatina es homogénea y no existe nucléolo (Bannister y Sherman, 2009). Las
roptrias del merozoito miden 650 x 300 nm, los micronemos 120 x 40 nm y los
granulos densos menos de 80 nm. Después de la invasion, los granulos densos
del merozoito se mueven hacia la superficie del parasito y liberan su contenido

dentro de la vacuola parasitéfora (Atkinson y Aikawa, 1990)

La cantidad de citoesqueleto en el merozoito de Plasmodium falciparum es
minima, presenta solamente dos a tres microtubulos y tres anillos polares de
naturaleza proteica que estan anclados al borde apical del peliculo. El merozoito

también presenta actina G y F (Tardieux et al., 1998).

La invasién del merozoito inicia con la adhesién y reorientacién del apice hacia la
membrana del eritrocito, formando una unién estrecha e irreversible (Gilson y
Crabb, 2009). Esta unién permite que tenga un punto de traccion y pueda
desplazarse al interior del eritrocito (figura 2). Conforme avanza el proceso de
invasion, la membrana del eritrocito forma una vacuola parasitofora que sera el
nicho intracelular del parasito en la célula huésped. El proceso de invasion se
completa cuando se cierra la union estrecha sellando la membrana plasmatica de
la célula huésped y la membrana de la vacuola parasitéfora; este proceso se lleva
a cabo en aproximadamente un minuto (Gilson y Crabb, 2009; Zuccala y Baum,
2011).



Formacion de la vacuola
parasitofora y liberacioén
de granulos densos
para su expansion
Adhesion

ala
célula huésped

Secrecion de

adhesinas Formacion

de anillo

Figura 2. Diagrama de la invasién del merozoito al eritrocito. Tomado de Bannister y Sherman,
2009.

1.3.2 Anillo

Después de la invasion, el merozoito se transforma en una fase llamada anillo o
también conocido como trofozoide, el cual presenta una apariencia plana o
discoidal y posee un citoplasma grueso, nucleo, mitocondrion, plastido, varios
ribosomas, reticulo endoplasmico liso y rugoso, y un pequefio cuerpo de Golgi. El
nucleo presenta forma discoidal (figura 3). Debido al grosor del perimetro del
trofozoide y a la posicién del nucleo en la periferia celular, el parasito semeja un
anillo cuando se tifie con tincion de Giemsa y se observa al microscopio de luz
(Elliot et al., 2007).

El anillo se alimenta de pequenas porciones del citoplasma del eritrocito a través
de un citostoma y digiere el material ingerido en una vacuola digestiva. El grupo

hemo (ferriprotoporfirina 1X) es un derivado del catabolismo de la hemoglobina



presente en el citoplasma del eritrocito, es convertido en la vacuola digestiva del
parasito en cristales de hemozoina o también llamado pigmento malarico, que
perduran por toda la vida del parasito (Hanssen et al., 2010). En etapas tempranas
del desarrollo del anillo, se pueden apreciar en el citoplasma pequefias vacuolas
que pueden derivar de un proceso de endocitosis. A medida que el anillo crece, la
vacuola parasitofora se alarga y desarrolla prolongaciones digitiformes y vesiculas
que alcanzan la membrana del eritrocito. Eventualmente, el anillo cambia de forma

y se convierte en un trofozoide mas grueso e irregular (Bannister et al., 2000).

Reticulo
endoplasmico\ Complejo de Golgi

Vesiculas exocitadas

Vesiculas o
con pigmento™ =

Citostoma

Membrana plasmatica

Nicleo
Ribosomas libres

Figura 3. Plasmodium spp en etapa de anillo tefiido con Giemsa, asi como sus principales
organelos. Tomado de Bannister y Sherman, 2009.

1.3.3 Trofozoito

La diferencia morfolégica entre un anillo y un trofozoito, radica en el tamafio y la

forma del parasito ya que no existen cambios perceptibles en su interior. El



numero de ribosomas libres aumenta y el reticulo endoplasmico se alarga, ambos
cambios denotan el incremento de sintesis de proteinas en estas estructuras. El
plastido desarrolla complejos espirales de membrana que entran en contacto con
el pigmento vacuolar y con las membranas de otros organelos, este contacto
quizas indique las interacciones metabdlicas que se llevan a cabo dentro del

parasito (Bannister et al., 2000).

El trofozoito se alarga y en su superficie aparecen unas protuberancias e
invaginaciones profundas de forma tubular. Algunas de estas protuberancias se
extienden hasta el citoplasma del eritrocito en forma de espirales que contienen
restos del citoplasma del parasito. La membrana de la vacuola parasitéfora forma
prolongaciones que llegan hasta la membrana del eritrocito donde se aprecian
como manchas en el microscopio de luz y reciben el nombre de manchas de
Maurer; estan involucradas en el transporte de sustancias entre el parasito y el

eritrocito y tienen la capacidad de sintetizar esfingolipidos (Lauer et al., 1995).

En esta etapa del desarrollo del parasito, el reticulo endoplasmico prolifera
considerablemente, el complejo de Golgi incrementa su tamafio y complejidad y se
observa incremento en el trafico de sustancias al exterior. EI mecanismo de
exportacién de proteinas del eritrocito hacia el parasito es incierto, pero algunas
proteinas probablemente realizan su sintesis en el reticulo endoplasmico rugoso y
pasan a través del complejo de Golgi dentro de vesiculas citoplasmaticas, que son
exocitadas hacia la vacuola parasitofora. Algunas de estas proteinas, se unen al
citoesqueleto y a la membrana del eritrocito y forman pequehas elevaciones
angulares en la superficie del eritrocito. Esos cambios paralelamente incrementan
la seleccion adhesiva de la membrana del eritrocito, responsable de la adhesion
del trofozoito y el esquizonte al endotelio de los vasos sanguineos, figura 4
(Bannister y Sherman, 2009).
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Figura 4. Trofozoito con forma irregular, se observa un incremento de tamafo y aumento en la
sintesis de proteinas. Tomado de Bannister y Sherman, 2009.

1.3.4 Esquizonte

Un esquizonte se puede definir como un parasito intraeritrocitico que esta en
division mitética constante, la sintesis de algunas moléculas requeridas para la
multiplicacion parasitaria, incluyendo el DNA; inician en la fase de trofozoito
(Bannister et al., 2003). En la etapa de esquizonte, existen cambios estructurales
en la membrana del eritrocito infectado que se aprecian en forma de
protuberancias de naturaleza proteica que son exportadas del parasito a su
superficie (Bannister et al., 2000).

Los parasitos continuan alimentandose de hemoglobina hasta que abandonan la
célula huésped, agotando casi por completo la hemoglobina del eritrocito
aproximadamente un 80%, lo que trae como consecuencia la agregacion de
cristales de hemozoina al pigmento vacuolar que queda compactado en una masa

densa y redonda (Hanssen et al., 2010). La exportacion de proteinas continua
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hasta finales del ciclo de vida del esquizonte. La divisién nuclear se acompafa de
numerosos cambios citoplasmaticos, se observa una gran proliferacion de reticulo
endoplasmico rugoso y ribosomas libres en todo el parasito, multiplicacion del
mitocondrion y plastido y la acumulacién de una o mas vacuolas lipidicas. Esta
fase es seguida por un centro de creacion de merozoitos, en el que varios
parasitos son ensamblados, iniciando por sus organelos apicales. Al final de la
esquizogonia, se producen alrededor de 16 merozoitos (Figura 5). Finalmente la
membrana parasitéfora y la membrana del eritrocito se rompen, en un evento
probablemente desencadenado por secreciones de los organelos apicales del
merozoito. El parasito esta ahora listo para infectar eritrocitos sanos (Bannister et
al, 2000).

% Ruptura del
@ Equizonte

Merozoito

Figura 5. Diagrama de un ezquizonte maduro y liberacién de merozoitos, para iniciar la invasion al
eritrocito. Tomado de Tilley et al., 2011.
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1.4 Ciclo de vida de Plasmodium spp en humanos

El parasito Apicomplexa causante de la malaria, presenta estadios de vida
extracelular e intracelular, la infeccion se inicia con un vector que infecta a varios
tipos de hospederos como mamiferos, aves y reptiles. En el humano, la infeccion
inicia con la picadura del mosquito hembra del género Anopheles que contiene en

sus glandulas salivales los esporozoitos del parasito (Sinnis y Zavala, 2012).

Después de inoculados, los esporozoitos moviles, entran al sistema circulatorio,
llegan al higado e invaden a los hepatocitos, en esta etapa la infeccion es
asintomatica y dura de 5 a 17 dias (Zurzate et al., 2014). Los esporozoitos llevan a
cabo una esquizogonia en los hepatocitos de la que se liberaran miles de
merozoitos al torrente sanguineo para invadir eritrocitos e iniciar el ciclo
intraeritrocitico causante de las manifestaciones clinicas de la malaria (Prudencio
et al., 2006; Sand et al., 2005). El ciclo de replicacion del parasito dentro del
eritrocito es corto puede durar 24,48 o 72 horas, dependiendo de la especie de

plasmodio (Zurzate et al., 2014).

En el caso de una infeccion por Plasmodium vivax y Plasmodium ovale, los
parasitos pueden permanecer en estado de latencia en forma de hipnozoitos
dentro de los hepatocitos, los cuales pueden reactivarse hasta afos después de la
infeccion inicial. ElI merozoito dentro del eritrocito, formara un anillo,
posteriormente un trofozoito y finalmente un esquizonte en el que se desarrollaran
mas parasitos invasivos (merozoitos), que seran liberados de nuevo a la
circulacion sanguinea para invadir mas eritrocitos o para formar gametocitos los

cuales seran succionados por el vector (Walker et al., 2014).

En el intestino del mosquito Anopheles hembra los gametocitos son transformados
en gametos haploides que después de la fertilizacion, dan como resultado un
zigoto diploide que forma un ooquineto, que atraviesa el epitelio del intestino del
mosquito, se hospeda en el homocele y forma el oocisto, que crece y se desarrolla
para producir a los esporozoitos que migran hacia las glandulas salivales del

mosquito, figura 6 (Sibley, 2004).
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Figura 6. Fases del ciclo de vida de Plasmodium spp. Tomado de Bannister y Sherman, 2009.

1.5 Modelo murino

El raton perteneciente a la orden Rodentia del género y especie Mus musculus es
el mas utilizado en la investigacion. Las areas en las que es mas usado es la

inmunologia, toxicologia, metabolismo, biologia del desarrollo, diabetes, cancer y
estudios cardiovasculares (Sucko et al., 2001).

Para la medicina experimental las ventajas que ofrece son:

e Al tratarse de un mamifero, gran parte de sus proceso bioquimicos son
similares a las del hombre.
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e Tienen un tiempo generacional muy corto, alcanza la pubertad entre las 6 y
8 semanas, son prolificos y se adaptan facilmente a la vida en el bioterio, lo

que permite controlar las variables ambientales.
e Tiene uno de los genomas mejor estudiados.

e Existe una gran cantidad de lineas genéticamente definidas, como las
consanguineas y congénitas, ademas de miles de mutaciones y un gran

numero de rearreglos cromosémicos disponibles.

e Es el unico animal que posee sistemas eficientes de cultivo de células

embrionarias pluripotenciales, o que permite generar mutaciones dirigidas.

(Benavides y Guenet, 2000).

1.5.1 Malaria murina

El parasito que provoca la malaria murina fue aislada de ratones salvajes entre los
afios de 1948 y 1974, de cinco diferentes paises: Camerun, Republica
Centroafricana, Congo, Zaire y Nigeria. Desde su descubrimiento Plasmodium
berghei, Plasmodium chabaudi, Plasmodium vickei y Plasmodium yoelii yoelii se
han convertido en el principal modelo de estudio de la malaria. Se ha probado la
utilidad de estos parasitos en diversas interacciones parasito-hospedero, asi como
en su control, infecciones dinamicas y la respuesta inmune de la enfermedad
(Killick, 1978).

En el caso de Plasmodium yoelii yoelii fue aislada alopatricamente de Plasmodium
berghei, se desarrolla en condiciones optimas en Camerun y al oeste de Nigeria.
Es usado principalmente para analizar la resistencia a drogas, para estudiar la
bioquimica y la biologia molecular de los parasitos de la malaria (Carlton et al.,
2001).
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1.6 Manifestaciones clinicas en el humano

La incidencia de la malaria es similar en los hombres y en las mujeres pero en los
varones las infecciones son mas severas y tienen mayor mortalidad, esto sugiere
que la circulacion de hormonas sexuales interfieren en el dimorfismo sexual de

esta enfermedad (Landgraf et al., 1994).

El estado intraeritrocitico del parasito es el responsable de los sintomas clinicos.
Cuando esta enfermedad no es tratada, la infeccidén produce sindromes severos y

causa la muerte del individuo (Haldar et al., 2007; Tilley et al., 2011).

En la malaria no complicada, inicialmente se presenta fiebre, nauseas, cefalea y
escalofrios. Las complicaciones clinicas se presentan en adultos y en nifios, que la
mayoria de las veces permanecen sin tratamiento por varios dias, o que no han
tenido contacto previo con el parasito o se encuentran en estado de

inmunocompromiso (Pongponrath et al., 2012).

La malaria complicada es una enfermedad multiorganica que se manifiesta
principalmente como malaria cerebral, malaria pulmonar, malaria placentaria,
insuficiencia renal aguda y acidosis metabdlica (Mishra y Wies, 2009; Elias et al.,
2012).

En el cerebro afecta el sistema nervioso central y puede ocasionar coma y muerte
del paciente. En los pulmones se manifiesta principalmente con disnea, tos,
estertores y edema pulmonar. En mujeres embarazadas se asocia con abortos,
mortinatos, restriccion de crecimiento fetal y partos prematuros (Taylor et al., 2012;
WHO, 2013).

1.7 Tratamiento de la malaria

El primer farmaco empleado como tratamiento eficaz para combatir la malaria fue
la corteza del arbol Cinchona, que contiene el alcaloide quinina. a quinina se
continud utilizando como el unico tratamiento para esta enfermedad por m s de

tres siglos, hasta que en 1940 se introdujo la cloroquina que reemplazé a la
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quinina, por poseer menos efectos colaterales y por lo tanto ser mejor tolerada. Se
sabe que desde el afo 350, los chinos utilizaban la planta del Qinhao (Artemisa
annua) de forma efectiva para el tratamiento de la malaria, planta de donde se
deriva la artemisinina, que ha demostrado ser altamente efectiva contra las cepas

de Plasmodium falciparum resistentes a la cloroquina (Maude et al., 2009).

Por lo que respecta a la malaria causada por Plasmodium vivax, el tratamiento de
eleccion para la cura radical, a pesar de cierto porcentaje de recaidas, es
primaquina + cloroquina. Las combinaciones de farmacos basadas en artemisinina
parecen ser equivalentes a la cloroquina y se recomiendan ante casos de
Plasmodium vivax resistentes a la cloroquina. En la actualidad la primaquina es el
unico farmaco disponible para tratar las formas hepaticas llamados hipnozoitos
(WHO, 2014). Las artemisinas como la dehidroartemisinina-piperaquina es la
combinacion mas estudiada, con un efecto profilactico postratamiento de hasta
seis semanas. Otras combinaciones utilizadas son: artemeter—lumefantrina,
artesunato—amodiaquina, artesunato—mefloquina y artesunato—sulfadoxina—

pirimetamina (Meshnick, 2002).

En México el tratamiento para Plasmodium falciparum segun la NOM-032-SSA2-
2002 es la cloroquina aun que se sugiere individualizar al paciente y decidir un
ajuste terapéutico en base a su evolucion. Actualmente, se dispone de la
combinacion de artesunato y mefloquina en una sola tableta para el tratamiento de
la malaria no complicada (Gogtay et al., 1999; Whitty et al., 2008; WHO, 2013).

Algunos de los antimalaricos mas comunmente utilizados se describen a

continuacion:
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Farmaco Accion Cita

Cloroquina Sintesis  de DNA y RNA,|Olliario, 2001; Egan, 2008.
degradacion de hemoglobina.

Quinina Vacuola digestiva y degradacidn de | Davies et al., 1975.
hemoglobina.

Primaquina Actia en el mitocondrion de |ldowu etal., 1995.
hipnozoitos y gametocitos.

Mefloquina Transporte de hemoglobina vy Olliario, 2001.
vacuola digestiva.

Halofantrina/Lumenfantrina | Formacion de hemozeina. Sanchez et al, 2008;

McGready et al., 2008.

Artemisinina

Inhibe la degradacion de

hemoglobina.

Meshnick, 2002.

Atovaquonay

Proguanil/Dapsona.

Inhibe la cadena de transporte.

Joy et al., 2003.

Clindamicina, Doxiciclina 'y

Azitromicina.

Inhiben la sintesis de proteinas.

Dharia y et al., 2010; Krause
etal., 2000.

1.8 Hintonia latiflora, (DC) Bullock

Hintonia latiflora es un arbol mexicano perteneciente a la familia de las Rubiaceas,

cuyo nombre del género honra al Ingles George B. Hinton quien emigré a México y

realizd notables colecciones botanicas en Guerrero, el Estado de México y

Michoacan (figura 7). Es de talla pequefia mide entre 6 y 8 m de altura maxima,

con crecimiento rapido sus ramas son de color gris o café muy amargas de
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corteza color café-rojiza, crece en un clima calido-templado, entre 80 y 1200
metros sobre el nivel del mar. Tiene un follaje caducifolio; hojas simples, opuestas
y ovaladas, presentas flores de color blanco, fragantes; flores solitarias,
bisexuales; caliz simpétalo con Iébulos, corola simpétala que florece en agosto
(Lopez et al., 2011).

Figura 7. Arbol de Hintonia latiflora, (DC) Bullock. Tomado de Lépez et al., 2011.

1.8.1 Uso medicinal de Hintonia latiflora, (DC) Bullock

En México la eficacia de Hintonia latiflora en el uso contra enfermedades
infecciosas, ha hecho que sea utilizada de manera empirica, un ejemplo de esta
afirmacién es que en el cédice florentino, del siglo XVI la refiere como diurético y

eupéptico (Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2009).

En la actualidad su corteza extremadamente amarga es utilizada para tratar la
diabetes tipo 2. Ademas la aplicacién de 20 g diarios de la tintura obtenida de la
corteza en pacientes con malaria ha presentando resultados satisfactorios.
También se ha demostrado que actua de manera positiva en contra del dengue y

que es un excelente antinociceptivo (Cristians et al., 2009).
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1.9 Antecedentes

Sabemos que la poblacion mundial ha hecho uso de plantas medicinales desde
tiempos ancestrales, en la actualidad se estima que aproximadamente el 60% de
la poblacion las usa como primer eleccion para tratarse (Djeussi et al., 2015). En la
malaria, la herbolaria nos ha proporcionado dos de los farmacos mas utilizados

para su control y tratamiento: la quinina y la artemisinina (Maude et al., 2009).

La propagaciéon de la resistencia farmacolégica a la malaria es la clave en la
complejidad del control de esta parasitosis cuyo pilar sigue siendo Ila
quimioterapia, debido a que no existen hasta el momento vacunas efectivas
(Bagavan et al, 2011; Kesera et al., 2013). Derivado de esto el desarrollo
cientifico actual en el campo farmacéutico ha resurgido el interés por las plantas
medicinales y las sustancias naturales que tienen actividad bioldgica, puesto que
entre otros factores, el disefio racional de farmacos in silico ha resultado mas

complicado de lo que se esperaba (Prudencio et al., 2006).

También hay que mencionar que los tratamientos antimalaricos tienen un costo
elevado y no se encuentran facilmente por lo que la mayoria de las personas que
viven en zonas endémicas tienen que hacer uso de los remedios naturales para

tratar esta enfermedad (Muregi et al., 2011).

En México existen alrededor de 4500 especies de plantas medicinales para tratar
diversas enfermedades de acuerdo a un reporte hecho por la Universidad
Autonoma de Chapingo (Pérez y Lugo, 2009). Algunas de estas plantas han sido
utilizadas empiricamente como antipaludicos por poblaciones en su mayoria
rurales. Tal es el caso de Hintonia latiflora, llamada comunmente copalquin,
copalchi, palo amargo, palo amargoso y huetetillo (Biblioteca digital de la medicina
tradicional mexicana, 2009). La corteza de esta planta esta siendo utilizada sin
prescripcion médica como hipoglicemiante y antioxidante y en los datos empiricos
de su uso rural se describe que posee accion febrifuga y antimalérica; en Espafia
y Alemania es comercializada en presentacion de capsulas que contienen 1000

mg de corteza micronizada (Bruguera et al., 2007).
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Ahora se sabe que la corteza contiene un aceite fijo, resina neutra y acido,
colorante y taninos, ademas se han identificado las 5-beta-galactoil-3'-4'-dihidroxi-
7-metoxi-4-fenil-cumarina, el derivado acetilado en 6', el derivado monohidroxilado
en 4' y el 5-beta-glucésido, ademas de la 5-beta-glucosil-3'-4'-7-trihidroxi-4-fenil-
cumarina; el flavonoide 7-metil-luteolin y el triterpeno 3-beta-glucosil-23-24-
dihidroxi-cucurbitacina (Sociedad Quimica de México, 2007). Argotte vy
colaboradores (2006) describieron la actividad antimalarica in vitro contra
Plasmodium falciparum de una cumarina (4-fenil-cumarina) aislada a partir de la

corteza de Hintonia latiflora.

Recientemente se evaluo la eficacia in vivo del extracto metandlico de Hintonia
latiflora en un modelo de malaria murino; el extracto demostré una buena eficacia
febrifuga y antiparasitaria a una dosis oral de 1200 mg/kg y no afecté la viabilidad
celular (Rivera et al., 2014), sin embargo, se desconoce el efecto del extracto en el

parasito.
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2. JUSTIFICACION

La actividad antimalarica y composicion quimica de Hintonia latiflora han sido
evaluadas recientemente, sin embargo, su actividad biolégica tiene que ser
estudiada en detalle en beneficio de las personas que la consumen. Hasta el
momento no se conoce el efecto que pueda tener la corteza de la planta en el
parasito por lo que en el presente estudio, se identificaron mediante microscopia
electronica de transmisién, los cambios ultraestructurales de las fases
intraeritrociticas de Plasmodium yoelii yoelii como consecuencia del tratamiento

con el extracto metandlico de Hintonia latiflora.

La microscopia electronica de transmision, es una herramienta sumamente util en
la evaluacion de nuevos farmacos ya que mediante esta, se pueden observar
evidencias morfolégicas de los microorganismos tratados que pueden orientar
hacia posibles mecanismos de accion (Cacciorate et al., 2015; Ramirez-Granillo et
al., 2015). El estudio de los cambios ultraestructurales en Plasmodium yoelii yoelii
como consecuencia del tratamiento con el extracto, permitira elucidar un posible
mecanismo de accidon del extracto en el parasito y aportar algunas de las bases
preliminares para el aislamiento de posibles moléculas puras y asi desarrollar un
compuesto lider que a su vez permita el disefio y sintesis de moléculas utiles en la

terapéutica antimalarica.
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3. HIPOTESIS

El tratamiento oral de los ratones CD1 infectados con Pyy tratados con el extracto

metanalico de la corteza de Hintonia latiflora a dosis de 1000 mg/kg, provocara un

dafo ultraestructural en las membranas y organelos de las fases asexuales

intraeritrociticas del parasito.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar los cambios ultraestructurales de Pyy como consecuencia del

tratamiento con el extracto metandlico de Hintonia latiflora.

4.2 Objetivos particulares

Recolecta de Hintonia latiflora en el estado de Jalisco donde se cita su

existencia.

Realizar la identificacién taxondmica de la especie a evaluar en el instituto
de Biologia de la UNAM.

Obtener el extracto metandlico a partir de la corteza de Hintonia latiflora.

Infectar a los ratones CD1 con Pyy vy tratarlos via oral con 1000 mg/kg del
extracto metandlico de Hintonia latiflora.

Obtener muestras sanguineas a partir de los ratones infectados y tratados
con el extracto.

Realizar frotis sanguineos para obtener el porcentaje de parasitemia de los
animales infectados y tratados con el extracto.

Procesar las muestras sanguineas para microscopia electronica de
transmision y asi poder comparar los cambios ultraestructurales como

resultado del tratamiento del extracto con los parasitos no tratados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

La recolecta de la especie Hintonia latiflora se realizé en la Estacién de Biologia
Chamela del Instituto de Biologia de la UNAM. La identificacion taxondmica se
realizd en el Herbario del Instituto de Biologia de la UNAM, con numero de

recolecta 7772.

5.1.2 Obtencion del extracto

La obtencién del extracto metandlico de Hintonia latiflora se llevé a cabo en el

Departamento de Ciencias Naturales de la UAM Cuajimalpa.

Una vez colectada la planta se transporté a la ciudad de México, posteriormente
se separo la corteza, hojas y frutos para su desecacion en un cuarto a 37°C. 100 g
de la corteza de la planta se sometié a un sistema de extraccion continuo solido-
liquido-liquido por un lapso de tiempo variable (48-72 horas), utilizando como
disolvente metanol. Transcurrido ese tiempo, se elimind el exceso de disolvente
empleando un rotavapor hasta secar el extracto (Andrade-Cetto et al., 2008). El
extracto metandlico fue donado por el Departamento de Ciencias Naturales de la
UAM Cuajimalpa.

5.2 Evaluacion bioldgica

Los ensayos de evaluacion biologica se realizaron en el Laboratorio de
Malariologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia y en el

Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina, UNAM.

5.2.1 Animales

Se utilizaron 20 ratones machos CD1 de 30 g de peso corporal, que corresponden
a una edad de 6 a 8 semanas. El manejo de los animales de laboratorio se realizd
en base a los lineamientos internacionales, institucionales y en base a la Norma

Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). El uso de animales en el presente estudio
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fue aprobado por la Comisién de Etica e Investigacién de la Facultad de Medicina,
UNAM para el proyecto DGAPA-PAPIIT 1A203015 y CONACyT 182003.

5.2.2 Parasitos

Se utilizaron parasitos de la cepa Pyy para quiénes la cloroquina es mortal, fue
obtenida de la Escuela de Medicina Tropical de Londres y mantenida en pases
sucesivos raton-raton en el Laboratorio de Malariologia del Departamento de

Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina.

5.2.3 Infeccion de ratones CD1 con la cepa Pyy

La infeccidon de Pyy en los ratones CD1 se llevo a cabo via intraperitoneal, la cual
contenia 0.25 mL de sangre total de donadores infectados con 30% de

parasitemia.

5.2.4 Dosis y administracion del extracto

La dosis utilizada en el estudio se obtuvo a partir de un ensayo previo de toxicidad
aguda en la especie raton (Rivera et al., 2014). El extracto se administré por via
oral utilizando una sonda orogastrica de acero inoxidable del numero 18; se evalué
la dosis de 1000 mg/kg del extracto metandlico de Hintonia latiflora disuelto en
tween 80 al 0.4% en un volumen final maximo de 250 uL por raton. El tratamiento
se realiz6 en base al ensayo de Peters et al., (1987), durante 4 dias y cada 24
horas, los animales de los grupos tratados recibieron una dosis del extracto o del
vehiculo, administrando la primera dosis a las 2 horas postinfeccion. Se utilizd

cloroquina oral (15 mg/kg) como farmaco de referencia.
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5.2.5 Grupos experimentales (n=5)

1. Ratones CD1 infectados con Pyy.
2. Ratones CD1 infectados con Pyy y tratados con tween 80 al 0.4%.

3. Ratones CD1 infectados con Pyy y tratados con 1000 mg/kg del extracto

metandlico de Hintonia latiflora.

4. Ratones CD1 infectados con Pyy y tratados con cloroquina, 15 mg/kg.

5.2.6 Determinacion de parasitemia en frotis sanguineo

La infeccion de Pyy sobre los ratones CD1 se determind a partir de frotis
sanguineos de sangre periférica extraida de la vena caudal de los ratones
infectados al dia 6 postinfeccion. Se dejo secar y posteriormente se fijaron con
metanol al 100%, después se tifieron con una solucién amortiguadora con pH de
7.2 y con colorante de Giemsa al 100 % en relacién 9:1 respectivamente, por 30
minutos. Se lavd con agua destilada, se dej6é secar al aire y se observaron al
microscopio de luz con el objetivo de inmersion. Se contaron eritrocitos sanos e
infectados, hasta completar 1000 células y se calculd el porcentaje de eritrocitos

parasitados:

., No.deparasitos
% de parasitemia = 1000 células © 100

5.2.7 Microscopia Electronica de Transmision

La obtencién de muestras sanguineas para el estudio de la ultraestructura
parasitaria se realiz6 a partir de la sangre periférica de la vena caudal de los
ratones la cual se obtuvo a los seis dias postinfeccion. Se obtuvieron 25 y de
sangre completa en 2.5 y de citrato de sodio como anticoagulante por animal al
dia 6 postinfeccion. Posteriormente las muestras se fijaron con glutaraldehido al
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25% en solucion amortiguadora de cacodilatos durante 1 hora para
posteriormente ser fijadas en tetradxido de osmio al 1% en solucion amortiguadora
de cacodilatos por 30 minutos a 4° C y 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente fueron deshidratados en concentraciones ascendentes de etanol (50,
60, 70, 80, 90 y 100%) e infiltradas en resina epoxica Araldita 6005 durante 48
horas a 60°C. Se obtuvieron cortes ultrafinos 0.2 u que se contrastaron con uranilo
y plomo y se observaron en un microscopio electronico de transmision marca
Zeiss modelo EM-10. Se obtuvieron micrografias de transmisién de las fases
asexuales intraeritrociticas de los diferentes grupos y se realizé6 una comparacién
morfologica entre las estructuras parasitarias normales y alteradas. Todos los

reactivos fueron adquiridos en Electron Microscopy Sciences®.

5.2.8 Analisis estadistico

Con la finalidad de establecer si hay diferencia significativa (P < 0.05) entre el
porcentaje de parasitemia en los grupos Pyy, Tween 80 al 0.4% y el tratado con el
extracto metandlico de Hintonia latiflora se aplicd la prueba de ANOVA, con el

programa estadistico Sigma Plot 13.0°.
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7. RESULTADOS

7.1 Eficacia antimaldrica del extracto metandlico de Hintonia latiflora

En los frotis sanguineos de todos los animales infectados, se observaron parasitos
intraeritrociticos al sexto dia postinfeccion con excepcion del grupo control
cloroquina; en el grupo control Pyy se obtuvo una parasitemia de 41%, en el grupo
control Tween 80 al 0.40% de 38.30% y en el grupo tratado con el extracto

metandlico de Hintonia latiflora de 23.60%.

En el grupo control Pyy, al sexto dia postinfeccion se observaron los siguientes
porcentajes en las fases parasitarias: anillos 7.40%, trofozoitos 26.40% vy
esquizontes 7.20%; en el grupo control Tween 80 al 0.4% se obtuvieron
porcentajes de 7.20, 24.20 y 6.90% para los mismos estadios parasitarios; en el
grupo tratado con el extracto metandlico de Hintonia latiflora, los porcentajes de
anillos, esquizontes y trofozoitos fueron del 15.20, 7.00 y 1.40% respectivamente

(grafica 1).

Los animales del grupo control Pyy y Tween 80 al 0.4%, murieron a los 6 dias
postinfeccion con una parasitemia del 41% y del 38.30% respectivamente. Los
animales tratados con Hintonia latiflora, murieron a los 14 dias postinfeccion con
una parasitemia del 22.60%. Los animales tratados con cloroquina sobrevivieron

al experimento. Los resultados se presentan en la tabla 1.
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Porcentaje de fases parasitarias en frotis sanguineo.
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Grafica 1. Porcentaje de fases parasitarias al sexto dia postinfeccion. Los resultados se reportan
como promedio + error estandar. * P<0.05 en comparacion al grupo control Pyy y Tween 80 al
0.4%. Todos los animales tratados con cloroquina sanaron.

MeOHHI= 1000 mg/kg del extracto metandlico de Hintonia latiflora.
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Tabla 1. Evaluacion del efecto antimalarico del extracto metanélico de la corteza de Hintonia latiflora

a dosis de 1000 mg/kg en las fases intraeritrociticas de Plasmodium yoelii yoelii en ratones CD-1.

Grupo Parasitemia al sexto Porcentaje de Parasitemia al dia Sobrevida
dia PI esquizontes al de la muerte )
sexto dia PI (dias)
Hintonia
latiflora 23.60+1.28* 1.40+0.24* 22.60+1.63* 14.20+0.86*
(n=5)
Control
Cloroquina 0* 0* > >
15mg/kg oral
(n=5)
Control Pyy 41+1.80 7.20+0.37 41+2.50 0
(n=5)
Control 38.30+1.30 6.90+0.27 38.30+2.00 0
Tween 80 al
0.4%

Los resultados se reportan como promedio * error estandar.
* P<0.05 en comparacion al grupo control Pyy y Tween 80 al 0.4%.

** Todos los animales tratados con cloroquina sanaron.

PI= postinfeccion.
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7.2 Efecto del extracto metandlico de Hintonia Ilatiflora en la

ultraestructura parasitaria

7.2.1 Microscopia de campo claro

Los frotis sanguineos tefiidos con Giemsa observados mediante microscopia de
campo claro, de animales infectados con Pyy y tratados con Tween 80 al 0.4%,
presentaban alto porcentaje de eritrocitos parasitados a los seis dias
postinfeccidon, observandose las fases intraeritrociticas de anillos, trofozoitos,
esquizontes y merozoitos con pigmento malarico visible. Los animales tratados
con el extracto metandlico de Hintonia latiflora durante cuatro dias, mostraron
eritrocitos infectados en los que solamente se observaron las fases de anillos y

trofozoitos y en algunos casos de uno a dos esquizontes por laminilla (figura 8).
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Figura 8. Frotis sanguineos de ratones infectados durante 6 dias con Pyy y tratados con 1000
mg/kg del extracto de Hintonia latiflora durante 4 dias. a) Grupo control Pyy; se observan eritrocitos
infectados con todas las fases parasitarias; merozoitos (flecha verde), anillos (flecha roja),
trofozoitos (flecha negra) y esquizonte (flecha azul). b) Grupo Pyy+Hintonia latiflora; se observa un
numero reducido de eritrocitos infectados, en su mayoria trofozoitos jévenes y maduros (flechas
negras).

A pesar de que fue dificil apreciar cambios morfolégicos en los parasitos

observados mediante microscopia de campo claro, algunos tratados con el
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extracto metandlico de Hintonia latiflora, se observa el citoplasma amorfo (figura
9).

Figura 9. Frotis sanguineo al sexto dia de ratones infectados con Pyy. a) Grupo control Pyy; se
observa un eritrocito con que contiene a Pyy en fase de anillo en su periferia, el cual presenta un
citoplasma integro y nucleo bien definido. b) Grupo tratado con 1000 mg/kg del extracto metandlico
de Hintonia latiflora, se observa un eritrocito infectado con Pyy en fase de trofozoito que presenta
citoplasma amorfo.

7.2.2 Microscopia electronica de transmision

En las micrografias de microscopia electréonica de transmision de los parasitos
obtenidos de los animales del grupo Pyy y del grupo Tween 80 al 0.4%, se
observaron parasitos intraeritrociticos bien conservados, la mayoria de las
muestras evaluadas presentaban las fases de anillo, trofozoito y esquizonte; la
fase de merozoito se observod solo en algunas muestras y en cantidad reducida.
Los eritrocitos infectados, contenian a los parasitos en forma de anillo en la
periferia. Los anillos observados, presentaron una apariencia de disco delgado con
la presencia de un citoplasma conteniendo un nucleo y ribosomas libres,
presentaban vacuolas digestivas que abarcaban el 40% del volumen del parasito.
En algunas muestras, se observd el citostoma y el pigmento malarico. Los

trofozoitos observados en estas muestras, presentaron bordes gruesos y
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citoplasma conteniendo diferentes organelos como el nucleo, mitocondrion vy
ribosomas. En algunos especimenes evaluados se observaron merozoitos
intracelulares en divisién. Fue dificil determinar merozoitos libres en las muestras
observadas, los pocos encontrados presentaron organelos bien definidos como
roptrias, micronemos, granulos densos y en algunos especimenes, citostoma. En
la figura 10, se pueden apreciar la ultraestructura de los diferentes estadios

parasitarios de Pyy sin tratamiento.
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Figura 10. Microfotografias de transmision de las diferentes fases parasitarias al sexto dia de Pyy.
a) En la parte superior izquierda se puede observar un trofozoito que presenta una vacuola
digestiva (VD) y membrana vacuolar parasitdfora (flecha azul); en la parte inferior derecha, se
observa un merozoito con citostoma (flecha verde) y organelos intracitoplasmaticos. b) Se observa
un parésito en fase de anillo con membrana vacuolar parasitéfora (flecha azul), vacuola digestiva y
nacleo. ¢) Se observa un esquizonte con merozoitos (flecha roja) los cuales contienen un nucleo
(N), micronemos (flecha verde) y roptrias (flecha azul). Barras = 1ym.
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En las microfotografias obtenidas de los parasitos de los animales infectados y
tratados con el extracto metandlico de Hintonia latiflora, se observaron las fases
de anillos y trofozoitos. En la mayoria de las muestras observadas, se apreciaron
parasitos amorfos con vacuolas citoplasmaticas y en algunos casos sin membrana
vacuolar parasitéfora. Las membranas celulares se apreciaron hinchadas,
discontinuas y en algunas ocasiones vacuolizadas. En algunos especimenes fue
posible identificar la vacuola digestiva con cristales de hemozoina dentro, asi
como la presencia de vesiculas de transporte con hemoglobina. En los casos mas
severos se observd una destruccion casi total del parasito (figura 11). Los
animales tratados con cloroquina no presentaron parasitos intraeritrociticos al dia

seis postinfeccion.

Figura 11. Microfotografias de transmisién de Pyy al sexto dia, tratados con 1000 mg/kg del
extracto metandlico de Hintonia latiflora por 4 dias. a) Se observa a un parasito amorfo en etapa de
anillo que presenta membranas celulares hinchadas y discontinuas; citoplasma vacuolizado y no se
pueden identificar los organelos en el interior del parasito. b) Se observa un trofozoito con un
nacleo irregular (N) e hinchado, membranas celulares hinchadas, citoplasma vacuolizado y
vesiculas de transporte con hemoglobina sin digerir (flecha azul). Barras = 1um.
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En otras microfotografias de las fases asexuales de Pyy tratado con el extracto
metandlico de Hintonia latiflora, mostré alteraciones importantes en los diferentes
estadios parasitarios; los hallazgos mas frecuentemente observados fueron la
vacuolizacion citoplasmatica, la deplecion ribosomal y en algunos casos la ruptura
y desorganizacion de membranas celulares e hinchamiento del mitocondrion. En
los casos mas severos se observaron parasitos destruidos en su totalidad y aun

delimitados por una vacuola parasitéfora (figura 12).
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v I
Figura 12. Microfotografias de transmision de Pyy al sexto dia, tratado con 1000 mg/kg del extracto
metandlico de Hintonia latiflora. a) Se observa la vacuola digestiva (VD) hinchada (flechas negras),
restos de pigmento malarico (flecha verde), la membrana vacuolar parasitéfora discontinua (flecha
azul) y con formacion de vacuolas (flecha roja). b) Vesiculas de transporte con hemoglobina (flecha
negra), la vacuola digestiva (VD) irregular y con la membrana vacuolar parasitéfora muy hinchada
(flecha azul). c) Se observa un anillo con deplecion ribosomal (flechas negras). En el inciso d) Se
distingue a un parasito (flecha negra) en proceso de destruccion. Barras = 1 ym.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se evalud el efecto del extracto metandlico de Hintonia
latiffora a dosis de 1000 mg/kg sobre la parasitemia, el desarrollo de las fases
parasitarias y la ultraestructura parasitaria en un modelo de malaria murino

infectado con Pyy.

El analisis de la parasitemia mostré que el numero de eritrocitos infectados por
cada 1000 células analizadas a los 6 dias postinfeccion disminuyd de manera
significativa en el grupo tratado con el extracto metandlico de Hintonia latiflora y
aumento los dias de sobrevivencia hasta 14, en comparacion con el grupo Pyy sin
tratamiento en el que los animales murieron a los 6 dias postinfeccion. La
disminucidén de la parasitemia asi como la sobrevida de los animales tratados,
concuerda con los resultados obtenidos en un estudio realizado por Rivera et al.,
(2014) en el que la parasitemia de los ratones infectados con Pyy, disminuyo a los
5 dias postinfeccidon como consecuencia de la administracién oral de 1200 mg/kg
del extracto crudo de Hintonia latiflora, y los animales tratados tuvieron una

sobrevida de 23 dias probablemente por el uso de una dosis mayor del extracto.

En los animales tratados con el extracto metandlico de Hintonia latiflora, la fase
parasitaria que se observd con mas frecuencia fue la anular, resultado que
coincide con lo obtenido por Sachanonta et al., (2011), quienes encontraron que el
tratamiento con artesunato, quinina y piperaquina, retrasan el desarrollo
parasitario, aumentando el numero de anillos y disminuye el numero de
esquizontes en las muestras sanguineas. La artemisinina y sus derivados como el
artesunato, inhiben el desarrollo de las formas parasitarias intraeritrociticas
tempranas durante una infeccidn malarica y en consecuencia el desarrollo de
gametocitos; la artemisinina contiene sesquiterpenos, que son los responsables de
la actividad antimalarica por lo que la accién de la corteza de Hintonia latiflora
sobre el desarrollo parasitario, podria deberse a la accion de este tipo de

isoprenoides presentes también en Hintonia latiflora (Meshinck, 2002).
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En las imagenes obtenidas del microscopio de campo claro de los parasitos
tratados, unicamente se apreciaron citoplasmas mas amorfos que en las muestras
de los animales no tratados, distinguiéndose en ellos pigmento malarico. La
mayoria de los farmacos antimalaricos sobre todo los derivados de las 4-
aminoquinolinas y los derivados de la artemisinina, interfieren con el proceso de
digestion de la hemoglobina en el parasito (Meshinck, 2002), lo que provoca que
en un frotis sanguineo los plasmodios observados carezcan en su mayoria de
pigmento malarico, por lo que probablemente la accidn parasiticida de alguno de
los componentes de Hintonia latiflora tenga el mecanismo de accién diferente a los
farmacos quinolinicos, ya que en la mayoria de los especimenes evaluados, se

aprecio la vacuola digestiva con pigmento malarico.

Para evaluar los cambios ultraestructurales ocasionados por la administracion de
algun farmaco o substancia, es importante asegurarse de que la respuesta al
tratamiento son efectos del farmaco y no de un mal manejo de la muestra, ya que
muchos de los cambios observados en los parasitos pueden deberse a una mala
fijacion (Rosende, 1994). En el presente estudio se utilizaron las condiciones
adecuadas para procesar las muestras y asegurar que los cambios en la

ultraestructura se debieran directamente al efecto del extracto.

Los hallazgos mas frecuentes observados en las fases asexuales de Pyy tratados
con el extracto fueron; la vacuolizacion citoplasmatica, la deplecién ribosomal y en
algunos casos la ruptura y desorganizacion de membranas celulares e
hinchamiento del mitocondrién. En los casos mas severos se observa al parasito
delimitado solo por la membrana vacuolar parasitéfora. Estos resultados son
semejantes a los reportados por Maeno y colaboradores en 1993 quienes
observaron alteraciones morfolégicas en el mitocondrién, en la membrana del
nucleo y en las membranas celulares, asi como deplecién ribosomal en

Plasmdoium falciparum expuesto in vitro a artemisinina.
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El verapamil (un antagonista del calcio), ha sido utilizado junto con la cloroquina
para aumentar la eficacia de esta ultima en cepas cloroquina sensibles de
Plasmodium falciparum. Los cambios ultraestructurales, obtenidos in vitro como
consecuencia de la exposicion de Verapamil-cloroquina a cepas de Plasmodium
falciparum cloroquina resistentes, consistieron en aumento de volumen de la
vacuola digestiva, degeneracion nuclear y aumento del mitocondrion (Jacobs y et
al., 1988).

Cuando las mitocondrias aumentan su volumen, aumenta por igual el contenido de
agua en su matriz, disminuye la produccion de ATP y esto modifica el transporte
activo de iones de la membrana celular y de la bomba de sodio-potasio,
especialmente del sodio y agua intracelular. La liberacion de ion calcio y su
aumento intramitocondrial inhibe la fosforilacion oxidativa, aumenta asi la glicolisis
anaerdbica y con ello la acumulacion de acido lactico en el citoplasma, el pH
desciende, lo que conduce a un mayor dafio de membranas y aumento de la
permeabilidad celular. En un estado de acidez celular, se liberan enzimas
lisosomales las cuales degradan ribonucleoproteinas y causan necrosis del
citoplasma celular. La degradacion de las membranas celulares puede causar

acumulo de gotas lipidicas en el citoplasma (Marin et al., 2011).

En el estudio realizado por Marin y colaboradores en 2011, también se evalué el
efecto de algunos flavonoides de la planta Delphinium staphisagria en
Trypanosoma cruzi; los parasitos expuestos a estos flavonoides, ocasionaron
lesiones ultraestructurales en los tripanosomas similares a los encontrados en los
plasmodios como consecuencia del tratamiento con el extracto metandlico de
Hintonia latiflora. Entre los multiples componentes de Hintonia latiflora, se sabe
que contiene flavonoides (taninos) y terpenos, los cuales ejercen actividad
antioxidante y podrian estar relacionados con los dafios morfoldégicos observados

en los parasitos (Eckstein et al., 2003).
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No pudieron obtenerse muestras de cloroquina ya que los animales tratados con
este farmaco, no presentaron parasitemia a los seis dias postinfeccidon, sin
embargo, estudios realizados por diversos autores (Jacobs et al., 1988; Marin et
al., 2011), reportan que el dafio ultraestructural ocasionado a los plasmodios como
consecuencia a la exposicion in vitro a cloroquina, se ubica principalmente a nivel
de la vacuola digestiva y en menor grado en el citoplasma y organelos del

parasito.

En la actualidad no existen muchos farmacos disponibles para controlar la malaria
sobre todo por la resistencia farmacologica a nivel mundial, por lo tanto, la
investigacion de nuevos agentes de origen natural, utilizando principalmente
meétodos etnofarmacolégicos, es particularmente importante, sin descartar las
oportunidades que significa la explotacion en fuentes marinas. El principal papel
de las investigaciones etnofarmacoldgicas, es evaluar y validar el uso tradicional
de las plantas medicinales en los paises en desarrollo. El aislamiento de nuevas
moléculas activas, es el paso basico para comprender el mecanismo de accion y
emprender estudios toxicoldgicos y pruebas clinicas confiables (Cacciorate et al
2015). Muchos extractos han sido probados por su actividad antiplasmodio, pero
s6lo un numero limitado de compuestos, pertenecientes a diferentes clases
moleculares se han podido aislar e identificar, algunos de ellos no son
particularmente activos, pero pueden ser interesantes debido a que podrian
incrementar la actividad de los antimalaricos existentes (Ramirez et al., 2015). La
investigacion fundamentada en métodos antimalaricos tradicionales 6 Research
Initiative on Traditional Antimalarial Methods (RITAM), facilita el intercambio y la
colaboracién entre las investigaciones fitoquimicas en antimalaricos, con el animo
de desarrollar una estrategia coordinada que garantice de una forma mas efectiva
el uso de métodos antimalaricos tradicionales basados en la evidencia (Gaitan,
2007).
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9. CONCLUSION

Bajo las condiciones experimentales en las que se realizo el presente estudio, el
tratamiento oral con 1000 mg/kg de extracto metandlico de Hintonia latiflora en
ratones machos CD1 infectados con Pyy, produce alteraciones ultraestructurales
importantes en las fases parasitarias asexuales intraeritrociticas, y el tipo de dafio
apreciado, podria estar relacionado con la accion de flavonoides y terpenos
presentes en la planta; el extracto disminuye la parasitemia significativamente y

retrasa el desarrollo parasitario alargando asi la vida de los animales infectados.
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