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RESUMEN

Laemergenciay expansion de cepas de parasitos
resistentes alas drogas cominmente utilizadas en el
tratamiento de la malaria, enfatiza la necesidad de
investigar nuevos compuestos quimioterapéuticos.
El presente estudio reporta la actividad antimalérica
deextractoscrudosacuososdetresespeciesde plantas
indicadas en la medicina tradicional venezolana para
tratar lamalariay/olafiebre. Se utilizaron ratones suizos
albinos inoculados con 1x108 eritrocitos infectados
con Plasmodium berghei. Los resultados mostraron
que los tres extractos en la dosis de 500 mg/kg/dia,
administrados oralmente, exhibieron actividad
antimalarica parcial. Los obtenidos de Verbena
littoralisy Lantana camara (V erbenaceae) redujeron
laparasitemiade P. berghei en 43% (P = 001) y 49%
(P = 0®) respectivamente. Heliotropium indicum
(Borraginaceae) resulté el menos activo (37% de
reduccion, P = 0,05). Aunque, ninguno de los
extractos mostro efectos significativos sobre el
tiempo medio de sobre-vidadelos ratones, aquellos
tratados con H. indicum sobrevivieron en media,
tresdias (10 + 3,5) alosdel grupo control no tratado
(7,4 £ 0,8). Estos resultados indican que las plantas
usadas en lamedicinatradicional parael tratamiento
de lamalaria y/o la fiebre, podrian representar una
fuente potencial de nuevos compuestos antimal aricos.
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ABSTRACT

The emergence and expansion of resistant strains
of parasitesto drugscommonly used inthetreatment of

malaria emphasize the need to research new
chemotherapeutic compounds. The present study
reportstheantimalarial activity of crudeagueousextracts
of three plants species indicated in Venezuelan
traditional medicine for the trestment of malaria and/or
fever. There were used albino Swiss mice inoculated
with 1x10% with Plasmodium berghei infected
erythrocytes. Theresultsshowed that thethreeextracts
inthedose of 500 mg/kg/day administered orally, exhibit
partial antimalarial activity. The ones obtained from
Verbena littoralis and Lantana camara (V erbenaceag)
reduced the parasitemiaof P. berghel in43% (P = 0.01)
and 49% (P = 0.05), respectively. Heliotropium
indicum(Borraginaceae) proved to belessactive (37%
reduction, P = 0.05). Although, none of the extracts
showed significant effects during the average survival
time of the mice; those treated withH. indicumsurvived
on averagethreedays (10 + 3.5) longer than theuntreated
control group (7.4 £ 0.8). These results indicate that
plants used in traditional medicine for the treatment of
malaria and/or fever could represent a potential source
for new antimalarial compounds.
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INTRODUCCION

La malaria constituye la principal enfermedad
parasitaria de las regiones tropicales y subtropicales
del mundo, originando alrededor de 400 millones de
nuevoscasosclinicosy masdedosmillonesde muertes
al afio (WHO, 1996 a,b,c,d; 2000; Greenwood y
M utabingwa, 2002). Esta situacion se ve agravada por
lo complejo que resulta el control de la enfermedad
debido, principalmente, al acelerado desarrollo de
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resistencia de los vectores a los insecticidas y al
surgimiento y expansion de cepas de paréasitos
resistentesalasdrogasantimal &ricas (Godoy et al., 1975;
Wernsdorfer, 1991; WHO, 1996 ad; Molinaet a., 1997,
Caraballoy Rodriguez-Acosta, 1999). |gualmente, seve
afectadapor el progresivo aumento defocosdemalaria,
resultantes de los movimientos migratorios de
individuos infectados y por los cambios ambientales,
ecol6gicoso sociaes, derivadosdelaagriculturauotras
expl otacionesecondmicasen regiones selvaticas (WHO,
1996 a,d; Conn et al., 2002; PAHO/WHO, 2003;
Rodriguez-Moraes et a,. 2006).

En paisesdondelamalariaesendémica, lasplantas
0 sus principios activos son utilizados para el
tratamiento de esta enfermedad (Phillipson y O'Neill,
1987; Phillipsony Wright, 1991; Kirby, 1996; Willcox y
Bodeker, 2004). Entre las razones que justifican la
importancia de su uso, se menciona que, las hierbas
medicinales son mucho més econémicas, no se
conocen registros que indiquen la resistencia de los
extractostotales delas plantasy que posiblemente, la
fitoterapia produzca menos efectos adversos que la
quimioterapia (Willcox y Bodeker, 2000).

El empleo defarmacosprovenientesde plantas para
el tratamiento de la malaria, tiene una larga y exitosa
tradicién. En este contexto, la quinina 'y la quinidina
derivadas de la corteza del &rbol Cinchona spp. y la
artemisina o quinghaosu aislada de Artemisia annua
L., ilustran el valor potencial de investigar plantas
tradicionalmente usadas contrala malaria, y han dado
unimpulso considerablealabulsquedade nuevasdrogas
antimalaricas a partir de plantas medicinales (Klayman,
1985; Kirby, 1996; Ridley, 2002, Willcox y Bodeker, 2004).

Es importante, que las plantas medicinales,
usualmente seleccionadas sobre la base de una

aceptacion tradicional, adquirida por su eficaciaen el
tratamiento de lamalariay/o de lafiebre, un sintoma
caracteristico delaenfermedad, sean examinadas con
el fin de determinar su actividad y evaluar su
potencial como fuente de nuevas drogas
antimaléricas. Siguiendo esa orientacion, en el
presente trabajo se estudia la actividad antimal arica
in vivo de extractos acuosos obtenidos de tres
especies de plantas, usadas en la medicina popular
venezolana como febrifugas y/o antimalaricas.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion y colecta delasplantas medicinales. De
laliteraturaque abordael uso deplantasmedicinalesen
Venezuela(Rodriguez, 1983; Delascio Chitty, 1985; Dako,
1991, L épez-Pdacios, 1991; Albornoz, 1997; Gil Otaiza,
1997; Guéanchez, 1999; Bermudez y Velasquez, 2002;
Caraballoet al., 2004) fueron seleccionadas|as especies
vegetales Verbena littoralis L. (Verbena), Lantana
camara L. (Cariaguito rojo) y HeliotropiumindicumL.
(Rabo de alacran) utilizadas popularmente como
febrifugasy/o antimal&ricasen a gunasregionesdel pais
(TABLA |). Las plantas fueron colectadas en época de
floracion, de su ambiente natural en el municipio
Pampanito, estado Trujillo, Venezuela, en una zona de
vidadebosque himedo tropical, entrelas coordenadas
9 15" de latitud norte y 71° 9" de longitud oeste. La
identificacion taxondémica se realiz6 comparando las
muestrascon lacoleccién del herbario delaUniversidad
Simén Bolivar, en Caracas. EnlaTABLA | sereportan
las tres plantas utilizadas, especificando la familia, los
nombres cientifico y vulgar, las partes usadas en la
preparacion delos extractos, lacomposicidn quimicay
€l uso medicinal reportado en laliteratura.

TABLA |
Plantas utilizadas como antimalaricas y/o febrifugas en la medicina popular venezolana.
Especie Familia Partes Composicion Quimica Usos M édicos Reportados Referencias
(Nombre Usadas
vulgar)
Heliotropiu BORRAGINACEAE | Hojas | Contienenecinas como: Contra la malaria y la fiebre. Como diaforético, | Rodriguez, 1983;
mindicumL. retronecing, heliotrina, heleuring indicina supinina, | hemostético, emenagogo, antiséptico buco - faingeo, | Delascio Chitty, 1985;
(Rabo de lasiocarping acidosoctacosan¢ico, palmitico, emoliente. Contra la aforia, disenteria, hemorroides, | Albornoz, 1997;
dacrédn) betulinico; alcohol cerilico, lupeol, luteoling mordedura de serpiente, parotiditis, y sarna. Para el | Guénchez 1999;
hordeninay manitol. sarampi 6n y facilitar |lamenstruacion Carabalo etal.; 2004.
Lantana VERBENACEAE Hojas | Las hojas contienenécido lactico, lantanina Contra la fiebre. Se emplea como diaforético, | LépezPaacios, 1991;
camara L. (alcaloide), compuestos triterpénicos, lancamarona antiespasmédico,  antirreumético, emenagogo y | Albornoz, 1997;
(Cariaquito 3-moxiursolato, resinas. antiséptico. Como mucolitico y expectorante. Parael | Guénchez, 1999.
Rojo) asma, gripes, resfriadosy latos. Contrael mareo, y
€l espasmo Paratratar la lechina y en enfermedades
hepéticas, asi como parala higiene intima, facilitar
enel partoy purificar lasangre.
Verbena VERBENACEAE Hojas | Presenciadelosgludsidos: verbenalinay verbening | Contra la malaria y la fiebre. Como astringente, | L6pezPalacios, 1991;
littoralisL. mucilago , principio amargo, saponinay tanino. antiespasmédico,  depurativo,  diaforéico y | Dako, 1991;
(Verbena) gaactofora Para los trastornos del ligado, bazo y | Albornoz, 1997;
rifones. En el tratamiento de ciertasictericias. Parael | Gil Otaiza, 1997;
ardor durante lamiccion, aumentar laorinay eliminar | BermUdez y Velasquez,
las arenillas. Para facilitar la menstruacion, Para | 2002;
tratar |a pleuresia, dceras delaboca, dolor demuelas, | Carabalo etal., 2004.
aforia, amigdditis, diareas simples y como
tranquilizante.
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Prepar acion deextractoscrudos. El materia vegetal
fue secado en estufa entre 25 a 30°C y pulverizado en
mortero, empledndose agua como solvente para la
preparacion de los extractos crudos. Para ello, se
mezclaron mediante agitacion constante, durante 24
horas y a temperatura ambiente, 100 gr. del material
vegetal por cada 500 mL de agua destiladay lamezcla
resultante, fue filtraday liofilizada. Al momento de su
uso, los extractos fueron pesadosy diluidos con agua
destiladaafin de obtener dosis de 250 y 500 mg/kg de
peso, paraun volumen final de administracion por via
ord de05mL.

Ensayosen ratonesalbinos.Laactividad delos
extractosvegetalesfue evaluadain vivo, enratones
suizos albinos, infectados con formas sanguineas
de Plasmodiumber ghei usando el ensayo supresor
decuatro dias (Peters, 1965). LacepadeP. berghei
fue conservada a -70 °C y a través de pasajes
sucesivos en ratones. En los experimentos se
emplearon un total de 55 ratones machos, de 20 + 2
gr. de peso. Los animales fueron inoculados por
viaintravenosa con 1x108 eritrocitos parasitados
con P. berghei y luego fueron distribuidos de
manera al eatoria en grupos de cinco animales cada
uno, constituyéndose los siguientes grupos para
cada experimento: a) Grupos tratados, en estos se
incorporaron un total de 25 ratones, que se
utilizaron para evaluar la parasitemia y la sobre-
vidadelosanimalesinfectadosy tratados con los
extractos crudos acuosos de | as plantas aestudiar,
en las dosis de 250 y 500 mg/kg/dia, por via oral
durante cuatro dias consecutivos, comenzando un
dia después de la inoculacion de los paréasitos. b)
Grupos controles, en estos se emplearon un total
de 15 ratones paraevaluar laparasitemiay lasobre-
vidadelosanimalesinfectadosy no tratados, que
recibieron solamente agua destilada 'y c) Grupos
testigos, en los cuales se usaron 15 ratones que
fueron tratados con dosis de 50 mg/kg de peso de
cloroquina, aplicada como droga antimalérica de
referencia. Al 5to dia de la inoculacién de los
paréasitos, fueron realizados frotis sanguineos,
fijados con metanol, coloreados con Giemsa y
examinados en microscopio éptico con el objetivo
de inmersion 100X.

La actividad antimalérica de los extractos fue
determinada por el porcentaje de reduccion de la
parasitemia media, en los ratones infectados y
tratados, comparadas con la observada en los
animales infectados y no tratados. Los extractos
fueron considerados parcialmente activos, cuando
|a parasitemia fue reducida en 30% o mas (Carvalho
et a., 1991). Diariamente, durante un periodo de 30

dias sucesivos alainoculacion, todos los grupos de

ratones fueron monitoreados con el fin deregistrar €l
tiempo de sobre-vida. Para estimar diferencias
significativas entre las medias de la parasitemia, asi
como, del tiempo medio de sobre-vida entre los
grupostratadosy controles no tratados, fuerealizada
la Pruebat de student.

RESULTADOS

Los extractos crudos acuosos obtenidos de las
hojasdeL. camara, V. littoralisy H.indicumeval uados
en ratones albinos infectados con P. berghei,
presentaron actividad antimalarica parcial en ladosis
de 500 mg/k/dia.

Como se apreciaen laTABLA 11, el extracto de V.
littoralis en la dosis de 500 mg/kg/dia inhibi6 el
crecimiento de los parasitos en 43%, observandose
que la diferencia entre la parasitemia media de los
animalestratados (24,7 + 3,5) y ladel grupo control no
tratado (43 + 4,8) fueatamentesignificativa(P = 0,01).
Por el contrario, la diferencia en €l tiempo medio de
sobre-vida entre ambos grupos de ratones, no mostro
significancia. El mismo extracto, ensayado en ladosis
de de 250 mg/kg/dia no resulté activo contra los
esquizontes sanguineos del parasito, reduciendo
apenas en un 26% el crecimiento de P. berghei.

TABLA I
Eficacia relativa del extracto acuoso de Verbena
littoralis L. (Verbena) ensayado contra formas eritrociticas
de Plasmodium berghei en ratones suizos albinos.

Reduccion de Tiempo Medio
la parasitemia de sobre-vida
(%) (dias)

Grupo de Dosis Parasitemia &
Animales mykg/dia ?+DE

Tratado 250 30,6 +84 26 103+1,4

500 24,7 £35% 43 110+2,1

Control no tratado 430+48 0 98+09

Cloroquina © 50 0,0+0,0 100 30,0 £0,0

2Valores expresados como? + DS (n = 5)

b Porcentaje de reduccion de la parasitemia en relacion a los ratones control no tratados
¢ Ratones control tratados con 50 mg/kg de Cloroquina.

** Diferencia estad sticamente significativa ( P= 0,01) en relacin al control no tratado.

El extracto de L. camara también fue parcialmente
activo en la dosis de 500 mg/kg, inhibiendo la
multiplicacion de los parasitos en 49%. En este caso,
ladiferenciaentrelaparasitemiamediadel grupo tratado
(22 + 1,0) y € control no tratado (43,3 + 4,6) resultd
significativa (P = 0,05. Con ladosis de 250 mg/k/dia,
la reduccion de la parasitemia no supero el 26%, no
obstante, enlosanimalestratados, laparasitemiamedia
(32,2 + 4,4) también mostré diferencia estadisticamente
significativa (P = 005 cuando comparada con la del
grupo control no tratado (43,3 £ 4,6). Como en el caso
anterior, las dosis ensayadas no afectaron
significativamente €l tiempo medio de sobre-vida de
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los ratones tratados, con relacion a los animales
controles, que recibieron solamente agua destilada
(TABLA III).

TABLA Il
Eficaciarelativa del extracto acuoso de Lantanacamara
L. (Cariaquito rojo) ensayado contra formas eritrociticas
de Plasmodium berghei en ratones suizos albinos.

Grupo de Dosis Parasitemia ? Reducci 6n de ° Tiempo Medio
Animales mg/k/dia ?+DE la parasitemia de sobre -vida
(%) (dias)
Tratado 250 32,2 £4,4% 26 8517
500 22,0+1,0% 49 10,0+2,6
Control no tratado - 43346 0 8000
Cloroquina © 50 0,000 100 30,0+0,0

3Valores expresados como ? £ DS (n = 5)
b p je de reduccion de la ia en relacion a los ratones control no tratados

¢ Ratones control tratados con 50 mg/kg de Cloroquina.
* Diferencia estad isticamente significativa (P= 0,05) en relacin al control no tratado.

Como semuestraenlaTABLA |V, € extracto acuoso
delaespecieH. indicumevaluado sbloenladosisde 500
mg/k/dia, inhibi6 € crecimiento delos parasitos en 37%.
La diferencia entre la parasitemia media de los animaes
tratados con el extracto (30,6 £ 5,6) y ladel grupo control
(48,7 + 4,5) que recibieron solamente agua destilada, fue
significativa(P = 005. Ademés, |os animales tratados,
presentaron un tiempo medio de sobre-vidade 10 + 3,5
dias, superando asi, en aproximadamente tres dias alos
del control notratado (7,4 + 0,8 dias). A pesar deello, esta
diferencianofuesignificativa.

TABLA IV
Eficacia relativa del extracto acuoso de Heliotropium
indicum L. (Rabo de alacran) ensayado cotra formas
eritrociticas de Plasmodium berghei en ratones suizos
albinos.

Grupo de Dosis Parasitemia 2 Reduccion de b Tiempo Medio
Animales mg/kg/ dia ? +DE la parasitemia de sobre-vida
(%) (dias)
Tratado 500 30,6 + 5,6* 37 10,0+£3,5
No tratado 487+ 45 0 74 +£0,8
Cloroquina ¢ 50 00+ 0,0 100 30,0+0,0

2Valores expresados como ? + DS (n = 5)

b Porcentaje de reduccién de la parasitemia enrelacion a los ratones control no tratados
¢ Ratones control tratados con 50 mgkg de Cloroquina

* Diferencia estadisticamente significativa (P= 0,05) en relacién al control no tratado.

Losratones que recibieron cloroquinaen ladosis
de 50 mg/kg de peso, no presentaron parasitemia, ni
mortalidad desde el 5t° d 30t° diadeinfeccion, periodo
mé&ximo de observacion.

DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron que los
extractos de V. littoralis, H. indicumy L. camara,
presentan alguna actividad antimalérica intrinseca
contra las formas sanguineas de P. berghei, a juzgar

por las menores parasitemias presentadas por 10s
ratones tratados, en relacién con los controles no
tratados. Laactividad antimal &ricadelastres especies
de plantas, fue evaluada mediante la administracion
por via oral, de extractos acuosos, en ratones suizos
albinos infectados con P. berghei.

El estudio de compuestos con potencial actividad
esquizonticida, tipicamente seiniciacon el empleo de
plasmodios de roedores, os cual es resultan eficientes
pararealizar ensayosin vivo. Estos modelos ya han
sido validados a través de laidentificacion de varias
drogas antimaléricas tales como, mefloquina,
alofantrina y mas recientemente derivados de la
artemisina (Peterset a., 1977; Posner et al., 2003).

La escogencia del solvente acuoso, se baso en
gue las plantas seleccionadas en este estudio, son
tradicionalmente utilizadas en forma de infusiones o
decocciones, preparadas siempre con agua. Con estos
procedimientos, se extraen de las plantas, las
sustancias polares.

Se hareconocido, que si una determinada planta
ha sido usada durante siglos para la terapéutica
humana, se |le deberia adjudicar un cierto grado de
credibilidad asu eficienciay asubgjoindicedetoxicidad
(Phillipsony Wright, 1991; Kirby, 1996). Dentro delas
numerosas propiedades medicinales atribuidas a las
especies V. littoralisy H. indicum, se menciona su
beneficio tanto para el tratamiento de lamalaria como
de la fiebre (Rodriguez, 1983; Lépez-Paacios, 1991,
Albornoz, 1997; Gil Otaiza, 1997; Pérez, 2002; Caraballo
etal., 2004). A pesar deello, no sehallaron reportesde
estudios que avalen la actividad antimaléarica o
antipiréticade dichas especies, aunque otras acciones
biol 6gicas han sido investigadas.

En ensayos farmacol6gicos realizados con
extractos o sustancias aisladas de V. littoralis, fue
demostradalapotenciacién delaactividad defactores
neurotréficos (Li y Ohizumi, 2004). Asi mismo, se
identificaron sustancias que presentaron moderada
actividad antibacteriana, accion peristélticaintestinal
moderada y propiedades antioxidantes (Castro-
Gamboay Castro, 2004). En el presente trabajo, se
observo que el extracto acuoso deV. littoralisenla
dosis de 500 mg/kg/dia, administrado oralmente
durante 4 dias, inhibié en un 43% el crecimiento de
P. berghei. Aunquelaactividad fueparcial, ladiferencia
entrelaparasitemiamediadelosanimalestratados con
el extracto y la del grupo control no tratado, fue
altamentesignificativa. Probablemente, seanrequeridas
dosis mayores o un tratamiento més prolongado, para
hacer mas efectivala eliminacion de |os parésitos.

Con el extracto acuoso deH. indicumensayado
en la Unica dosis de 500 mg/k/dia, |a parasitemia de
P. berghei fuereducidaen 37% (P = 009, enrelacion
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aladelosanimalesno tratados. A pesar queresulté el
menos activo, los ratones tratados con dicho extracto
sobreviven en media, tresdias, alosdel grupo control
no tratado. Esta planta medicinal también ha sido
investigada con otrosfinesterapéuticos, por g emplo,
su eval uaci 6n en pacientes con cancer avanzado revel 6
potencial es propiedades antitumorales (Ohnumaet a..,
1982). Deformasimilar, € estudioin vitro con extractos
y con el alcaloide N-oxido aislados de |a planta,
mostraron significante actividad antitumoral
(Kugelman et al., 1976; Ohnuma et al., 1982;
Moongkarndi et al., 2004) Adicionalmente, se
observaron efectos cicatrizantes en heridas
superficiales de piel, en animales experimentales
(Reddy et al., 2002).

Una serie de compuestos incluyendo
antroquinonas, berberina, flavonoides, limonoides,
naftoquinonas, sesquiterpenos, cuasinoides, indol y
alcaloides quinolinas, han sido relacionados con la
actividad antimalarica (Phillipson y Wright, 1991) y
a gunas delas mencionadas sustanci as estan presentes
en L. camara. Estudios fitoquimicos de diferentes
partes de dicha especie, han demostrado la presencia
devariosterpenoides, esteroidesy alcal oides (Ahmed
et a., 1972; Herbert et a., 1991; Siddiqui et al., 1995;
O'Neill et ., 1998; Begum et al., 2003). El acaloide
lantamina, obtenido delacortezadelasramasy delas
raices de la mencionada planta, muestra una intensa
actividad antipirética y antiespasmddica, propiedad
comparable con laquinina (Chadha, 1962 en: Siddiqui
etal., 1995). Enesteestudiolaespecievegetal L. camara
fue seleccionada en funcion de su uso para el
tratamiento delafiebre (L 6pez-Palacios, 1991; Albornoz,
1997; Guénchez, 1999), sintoma més visible en los
enfermos de malariay |os resultados mostraron que el
extracto de dicha especie vegetal, fue el méas activo
contralasformas sanguineas deP. berghei. El extracto
administrado oralmente en la dosis de 500mg/kg/dia,
produjo una significativa quimiosupresion del
crecimiento de los parésitos (49 %).

Una serie de propiedades farmacol dgicas,
incluyendo la antimicrobiana, nematicida,
antimutagénica y su accioén repelente contra
insectos vectores de la malaria, han sido
identificadas enL.camara (Inadaet al., 1995, Seyoum
et a., 2002; Basu et a., 2005; Oamar et a., 2005). En
contraste con estos hallazgos, la plantay algunos de
sus compuestos mostraron efectos téxicos para
diferentes especies de animales (Sharma et al., 1988,
1991; Jonson y Jensen, 1998).

Considerando que, las plantas estudiadas
presentaron actividad antimalarica parcial contra las
formas eritrociticas de P. berghel y presumiéndose la
existenciadealgun efecto quelasllevaaser indicadas

por la medicina tradicional en el tratamiento de la
mal aria, setornainteresante evaluar su actividad frente
aP. falciparumin vitro.
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