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Abstract

Plasmodium resistance to antimalarial drugs has expanded and intensified, making urgent new and effective antimalarials. The aim of this study was to
evaluate the antiplasmodial and cytotoxic activity of Piper aduncum L, Piper auritum Kunth, Piper jericoense Trel. & Yunck, Piper obrutum Trel. & Yunck,
Piper marginatum Jacq collected in Antioquia, Colombia. The results of antiplasmodial activity (ICso) ranged between 26.5 and 50 pg/mL and cytotoxicity
(CCso) between 8.67 and 100 pg /mL. We conclude that moderate activity antiplasmodial and was low cytotoxic activity for extracts of the genus Piper
species evaluated.
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Resumen

La resistencia de Plasmodium a los medicamentos antimalaricos se ha expandido e intensificado, lo que hace urgente nuevos y efectivos antimalaricos. El
objetivo de este trabajo fue la evaluacion de la actividad antiplasmodial y citotoxica de Piper aduncum L., Piper auritum Kunth, Piper jericoense Trel. &
Yunck., Piper obrutum Trel. & Yunck., Piper marginatum Jacq. Colectadas en Antioquia, Colombia. Los resultados de actividad antiplasmodial (ICsp)
oscilaron entre 26,5 y 50 pg/mL y de citotoxicidad (CCso) entre 8,67 y 100 pg/mL. Se concluye que se obtuvo moderada actividad antiplasmodial y baja
actividad citotoxica para los extractos de las especies evaluadas de género Piper.
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INTRODUCCION

La malaria en el mundo es un grave problema de salud
publica por la elevada carga de enfermedad que genera
en el 40% de la poblacién. Anualmente se presentan
entre 300 a 500 millones de casos de malaria por afio y
mueren mas de un millén de nifios menores de 5 afos
(WHO, 2010a). La resistencia de Plasmodium a los
medicamentos antimalaricos se ha expandido e
intensificado en los ultimos 15 afios y la disminucion
de la eficacia de estos medicamentos ha sido
documentada en muchos paises donde la enfermedad
es endémica, especialmente en Asia y Africa (WHO,
2010Db). En estos paises, muchas plantas constituyen la
alternativa inmediata y principal de la atencién béasica
en salud para tratar enfermedades endémicas, entre
estas la malaria (Willcox, 2004). Gran parte de los
medicamentos antimalaricos mas utilizados para tratar
la malaria tienen sus origenes en plantas y han sido
usadas a través de los tiempos por la medicina
tradicional; primero fue Chinchona sp. (Rubiaceae) y
luego Artemisia annua (Asteraceae); plantas de las
cuales se extrajeron sus componentes activos y a partir
de éstos se sintetizaron analogos, los cuales son
utilizados actualmente para el tratamiento de la
malaria (Vipan et al., 2009). En la actualidad muchas
investigaciones han sido orientadas hacia la
exploracion de las potencialidades de las plantas en los
paises en via de desarrollo.

El género Piper pertenece a la familia
Piperaceae, se distribuye en todo el mundo con
aproximadamente 2300 especies. Este género tiene
una gran importancia comercial y econémica, para la
industria de condimentos, farmacéutica, insecticida y
se ha reportado un amplio uso tradicional en la
alimentacion y en el tratamiento de diversas
enfermedades (Albiero et al., 2005). Entre las especies
mas conocidas esta, Piper nigrum, de la cual se
obtiene la pimienta, Piper methysticum, también
conocida como “Kava-Kava” cuya bebida es usada en
ceremonias en las culturas nativas del Océano Pacifico
como Polinesia, Vanuatu, Melanesia y algunas partes
de Micronesia y Australia (Lentz, 1993). En la
medicina tradicional el género Piper tiene un gran uso
para tratar enfermedades como la malaria, anemia,
cllera, diabetes, asma, bronquitis, neumonia, gripe,
reumatismo y artritis (D"Angelo et al., 1997).
Quimicamente los constituyentes mas comunes de este
género  son  &cidos  benzoicos  prenilados,
propenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos,
flavonoides, kawalactonas, epdxidos y alcaloides
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como la isobutilamina, piperidina y pirrolidina entre
otros (Parmar et al., 1997; Lago et al., 2009). La
actividad antiplasmodial in vitro se ha reportado para
especies de género Piper; entre estas extractos de
Piper capense L.f. (Piperaceae) con moderada
actividad en cepa (W2) cloroguino resistente de
Plasmodium falciparum (Kaou et al., 2008). También
se han reportado estudios de la actividad antimalarica
in vivo de extractos alcoholicos de Piper
friedrichsthalii C. DC, demostrando ser activos en
ratones Swiss infectados con Plasmodium berghei
(Carmona et al., 2011) ; igualmente el extracto
metandlico de las hojas de Piper betle evaluado en
ratones infectados con P. berghei (NK65) en un rango
de concentraciones de (50-400 mg / kg), mostraron
actividad esquizonticida en los modelos de evaluacion
para antimal&ricos (Al-aldhroey et al., 2010).

El presente trabajo tiene como objetivo valorar
la actividad antiplasmodial y citotoxica de los
extractos etandlicos de diferentes especies de Piper
colectadas en San Luis - Antioguia (Colombia): P.
aduncum, P. auritum Kunth, P. marginatum Jacqg., P.
jericoense Trel. & Yunck y P. obrutum Trel. &
Yunck. En algunas de estas plantas se ha reportado
estudios de aislamiento y caracterizacion de
metabolitos como en Piper aduncum donde se ha
reportado diversidad de metabolitos como la
aduncamina, borneol y pinostrobina; en P.
marginatum se ha caracterizado la elemicina y
vitexina; en P. auritum se ha reportado compuestos
como la cefaradiona B y el sitosterol (Véase Figura 1).
En cuanto a la actividad antiplasmodial existen dos
reportes de la especie Piper aduncum, el primero
evalla la actividad antiplasmodial del extracto
etanolico con una concentracién inhibitoria 50 (ICs)
de 10 pg/mL en cepa (FCR3) cloroquino resistente de
P. falciparum (Valadeau et al., 2009) y el segundo
reporta moderada actividad antiplasmodial de un acido
benzoico prenilado con una 1Cs,=3,2 pg/mL (Flores et
al., 2009). Las demas especies P. auritum Kunth, P.
marginatum Jacq., P. jericoense Trel. & Yunck y P.
obrutum Trel. & Yunck. no presentan ningln reporte
en la literatura en cuanto a estudios de actividad
antiplasmodial en las Bases de datos consultadas:
SciFinder Scholar, ScienceDirect, PubMed, SciELO
(10 de Enero de 2012). Los resultados se discuten en
este documento con el fin realizar posteriores estudios
fitoquimicos biodirigidos y desarrollar estudios que
nos permitan encontrar plantillas estructurales vy
evaluar su actividad como potenciales antimalaricos.
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Figura 1
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Compuestos aislados de las especies P. aduncum, P auritum y P. marginatum.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion del material vegetal

Cinco plantas de género Piper (Piperaceae) fueron
colectadas en San Luis - Puerto Triunfo, Antioquia,
Colombia. La identificacion de estas especies fue
realizada por el botanico Felipe Cardona de la
Universidad de Antioquia, especimenes de herbario
fueron procesados y depositados en el herbario
Universidad de Antioquia (HUA), y determinados
como: P. aduncum, P. auritum Kunth, P. marginatum

Jacq., P. jericoense Trel. & Yunck y P. obrutum Trel.
& Yunck (Véase nimero Voucher en Tabla 2).

Preparacion de extractos etanolicos

El material vegetal por separado hojas y tallos se
secaron a temperatura ambiente durante 10 dias y
posteriormente se molieron con un tamafio de particula
de 5mm. Se llevo a un proceso de percolacion hasta
agotamiento (5 dias/3 veces), utilizando etanol
destilado como solvente. Posteriormente se filtro y se
concentré el extracto con un rotavaporador. Los
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porcentajes de extraccién se calcularon seglin la
Ecuacion 1.

Ecuacion 1

Peso Extracto

% de Extraccion = : %
Peso Material Vegetal

Se realiz6 cromatografia de capa delgada (CCD)
soportada con Silica-gel 60 GF254 Merck® en
diferentes sistemas de elusion y se revelaron en
lampara UV (258 nm) y con el reactivo Dragendorff
para determinar la presencia de alcaloides en los
extractos. Posterior se realiz6 una marcha fitoquimica
para determinar la presencia de nucleos quimicos
como: terpenos y/o esteroides, alcaloides, flavonoides
y propenilfenoles (Hostettmann, 2008).

EVALUACION IN VITRO DE LOS EXTRACTOS
Ensayos de actividad antiplasmodial

Los ensayos de actividad antiplasmodial in vitro se
realizaron en la cepa (NF-54) cloroquino sensible
(Ponnudurai et al., 1981). La cepa de P. falciparum
fue mantenida en cultivos continuos en el laboratorio
del Grupo Malaria de la Universidad de Antioquia.
Estas cepas fueron cultivadas y mantenidas segun el
método de Trager and Jensen (1976); usando una
suspension de eritrocitos humanos tipo A+ al 5%, en
medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma R6504) disuelto
en agua estéril con 25 mM de HEPES, 5,0% de
NaHCOs, suero humano fresco tipo A+ al 10%
(inactivado a 56 °C por 30 minutos); incubado en una
atmosfera de 5% de O,, 5% de CO,y 90% de N,. Se
realiz6 cambio de medio diariamente y se adicionaron
glébulos rojos frescos dos veces por semana.

Los ensayos se realizaron en placas de 96
pozos de fondo plano marca Falcon®. Se prepard una
suspension de glébulos rojos parasitados con un
hematocrito del 2,5% y una parasitemia del 1%. El
cultivo con los tratamientos y el control positivo
cloroquina (CQ), se incubaron a 37 °C durante 48
horas en atmosfera de 5% CO,, 5% O, y 90 % de N.,.
Posteriormente, se transfirio el contenido de cada pozo
a platos Greiner Pro one y los parasitos fueron
marcados con una solucién de SYBR® Green | 2X en
buffer de lisis. Los platos se incubaron a temperatura
ambiente durante una hora en oscuridad y las unidades
relativas de fluorescencia (RFU) fueron leidas en un
espectrofluorémetro a una longitud de onda de
excitacion 485 nm y de emisién 538 nm. Los
tratamientos a partir de cada extracto crudo se

100
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prepararon a una solucion madre de 10 mg/mL en
DMSO puro y se llevaron a ultrasonido para facilitar
la disolucion. A partir de esta solucion, se tomaron 50
ML y se ajustaron hasta 1000 uL con medio RPMI-
1640 completo, obteniendo una concentracion final de
0,5 mg/mL. La concentracion de DMSO en la primera
dilucién fue de 1% que se ha demostrado no ser toxica
para el parasito. Se evaluaron 7 concentraciones de
cada extracto en un rango entre 100 -1,56 pg/mL, cada
concentracién se evalu6 por duplicado en el plato y se
realizaron tres ensayos independientes. El control CQ
se evalué en un rango entre 150 - 4,7 nM. Los datos de
tres ensayos, se analizaron con el programa GraphPad
Prism 5 para hallar la concentracién inhibitoria 50 en
pg/mL (ICss) mediante un modelo de regresion
logistica no lineal. Para clasificar la actividad
antiplasmodial de un extracto, el Grupo Malaria de la
Universidad de Antioguia estableci6é un consenso para
los extractos evaluados: altamente activo < 5 pg/mL,
promisorios 6 - 15 pg/mL, moderada actividad 16 - 30
pg/mL, baja actividad 31 - 50 pg/mL y no active > 50
pg/mL.

Ensayos de citotoxicidad
Para evaluar la actividad citotoxica de los extractos se
utiliz6 el método del bromuro 3-(4,5dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil tetrazolio (MTT) segin Mosmann, 1983;
(Mosmann et al., 1983; Bautista et al., 2002), el cual
revela dafos celulares a nivel mitocondrial. Las
células U-937 son promonocitos de linfoma
histiocitico de humano y fueron mantenidas en
cultivos continuos en el Laboratorio del Grupo
Malaria. Estas células se cultivaron a 37° C y 5% de
CO, en medio RPMI suplementado con 10% de Suero
Bovino Fetal (SBF) inactivado. Los cambios de medio
se realizaron cada 48 horas o de acuerdo a cambios de
pH del medio, con centrifugacién por 10 minutos a
1000 rpm, reemplazando con medio nuevo (Moore et
al., 1967).

En camara de Neubauer se contaron las células
U-937 y se sembraron en una placa de 96 pozos de
fondo plano 200,000 células/mL en medio RPMI 1640
con 10% SBF. Se incubaron a 37° C con 5% CO,
durante 72 horas en presencia de cada una de las siete
concentraciones de cada extracto evaluadas en un
rango entre 100 - 1,56 pg/mL, cada concentracién se
evalu6 por duplicado en el plato y se realizaron tres
ensayos independientes. Posteriormente, se midio la
actividad de la deshidrogenasa mitocondrial,
adicionando 20 pL/pozo de MTT a una concentracion
de 5 mg/mL e incubando durante 3 horas a 37° C y 5%
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CO,. Para disolver los cristales formados, se
adicionaron 100 pL/pozo de una solucion al 50% de
isopropanol y 10% de SDS y se leyo la absorbancia a
595 nm en un lector de ELISA (BioRad). Los datos
obtenidos de tres ensayos independientes se analizaron
con el programa GraphPad Prism 5 para hallar la
concentracion toxica en pg/mL (CCs) mediante un
modelo de regresion logistica no lineal (Reed et al.,
2002). Para clasificar la citotoxicidad del extracto, el
Grupo de Malaria de la Universidad de Antioquia
establecié un consenso para las muestras evaluadas:
altamente toxico < 10 pg/mL, citotoxico 10 - 40
pg/mL, moderadamente citoxicos 41 - 100 pg/mL y
no citéxicos > 100 pug/mL. Adicionalmente, se calcul6
el indice de selectividad (IS), el cual indica

Actividad antiplasmodial y citotoxica de especies dl género Piper

selectividad hacia el pardsito y corresponde a la
relacion entre la actividad citotdxica CCs, y actividad
antiplasmodial 1Csy, valores de IS superior a 2 se
consideraron extractos promisorios.

RESULTADOS

Los resultados de la marcha fitoquimica indican
presencia de flavonoides en los extractos etandlicos de
todas las especies, presencia de compuestos fenolicos
para P. aduncum, P. auritum y P. obrutum, y presencia
de terpenos y/o esteroides en todas las especies. En
cuanto a la presencia de alcaloides se presentd poca
cantidad en todas las especies excepto para la especie
P. marginatum, en la cual se observé una moderada
presencia de estos metabolitos (Véase Tabla 1).

Tabla 1
Marcha fitoquimica para los extractos etanélicos de las hojas de especies del género Piper.

Prueba Prueba Especies vegetales (Hojas)
cualitativa especifica
Piper Piper Piper Piper Piper
aduncum L auritum jericoense marginatum obrutum
Kunth Trel. & Jacq. Trel. &
Yunck Yunck
Flavonoides Shinoda + + + + +
Zn/HCI + + + + +
Compuestos FeCl; al 10% +t +t + + .
fenolicos acuoso
Terpenosy/o  Liebermann- +t +t — — .
esteroides Burchard
Alcaloides Dragendorff + + + ++ +
+: Poco ++ : Moderado +++ : Abundante —: Ausente

Los numeros Voucher y los rendimientos de la
extraccion provenientes de las diferentes especies de
Piper se presentan en la Tabla 2. Los porcentajes de
material extractable mostraron mejores rendimientos
para el extracto etandlico de las hojas de P. aduncum
con 3,845%. Ninguna asociacion se encontrd entre los
rendimientos de extraccion y las pruebas biologicas
gue se realizaron. Para todos los 10 extractos
etanolicos se encontré una adecuada relacion dosis
respuesta en ambos ensayos y el control positivo
cloroquina presento un valor promedio de 1Csy = 23,91
+ 2,78 nM. Los resultados de actividad antiplasmodial

y actividad citotdxica de los extractos de las especies
de Piper se presentan en la Tabla 2 y se clasificaron
segun el potencial antiplasmodial establecido por
nosotros en el Grupo Malaria de la Universidad de
Antioguia. En cuanto a la actividad antiplasmodial de
los extractos obtenidos a partir de las especies de este
género, 4 extractos fueron no activos, 4 extractos
moderadamente activos y solo 2 presentaron moderada
actividad. Ningun extracto se clasificé como altamente
activo o promisorio. Respecto a la actividad citotdxica,
1 extracto fue altamente citotoxico, 5 extractos fueron
citotoxicos y 2 moderadamente citotoxicos.
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Tabla 2

Citotoxicidad y actividad antiplasmodial de los extractos etandlicos de Piper

IC 50 (Mg/mL) CC 5o(pg/mL)
Voucher X + SD* X +SD
Especie % rendimiento |S***
Cepa de Linea Celular
P. falciparum U-937
NF-54**
Hojas P. marginatum Jacq Cardona 1884 2,692 >50 41,31 +0,53 ND
Tallos P. marginatum Jacq Cardona 1884 2,389 31,75+ 3,04 25,99 + 2,69 119
Hojas P. obrutum Trel. & Yunck Cardona 1880 3,840 32,1 +1,06 95,19 + 5,13 0,34
Tallos P. obrutum Trel. & Yunck Cardona 1880 0,897 36,25 +4,31 43,12 + 6,76 0,84
Hojas P. jericoense Trel. & Yunck Cardona 1879 1,610 27,94 + 3,91 28,89 + 5,26 0,97
Tallos P. jericoense Trel. & Yunck Cardona 1879 1,047 38,70 + 6,36 22,53 +1,61 1,71
Hojas P. auritum Kunth Cardona 1882 1,102 >50 30,05+ 0,89 ND
Tallos P. auritum Kunth Cardona 1882 ND >50 8,67 +0,23 ND
Hojas P. aduncum Cardona 1881 3,845 26,5 + 3,46 40,60 + 1,05 0,65
Tallos P. aduncum Cardona 1881 1,460 >50 57,88 + 6,43 ND

* X (Media) + SD (Desviacion estandar)
** Control positivo Cloroquina ICs= 23.91 + 2,78 nM
***Indice de Selectividad (I1S) = CCsq (ug/mL) / 1Cs (ug/mL)

NE: No evaluado
ND=No determinado

DISCUSION

Para las especies de género Piper, se ha demostrado la
actividad contra Plasmodium en las especies de P.
capense L.f. (Piperaceae) con moderada actividad en
cepa (W2) cloroquino resistente con una ICsg = 7,0
pg/mL (Kaou et al., 2008), de P. hostmannianum con
una 1Csp = 8,0 pg/mL (Portet et al., 2007), de P.
umbellatum con un 70% de inhibicion a 40 pg/mL y
de P. sarmentosum con una ICsy = 0,05 pg/mL
(Rahman et al., 1999). También se ha demostrado la
actividad antimal&rica in vivo del extracto metanolico
de las hojas de Piper betle evaluada en ratones
infectados con Plasmodium berghei (NK65) en un
rango de concentraciones de (50-400 mg / kg) (Al-
aldhroey et al., 2010). Para las especies estudiadas en
este manuscrito, las hojas de P. marginatum no
presentaron actividad antiplasmodial 1Csy >50 pg/mL
y presentaron una moderada citotoxicidad CCsy =
41,31 pg/mL, para el extracto de tallos de la misma, se
presentd baja actividad antiplasmodial con I1Csy =
31,75 pg/mL y resulto ser citotoxico con CCs = 25,99
pg/mL. Reportes de esta especie informan que las
hojas son usadas en la medicina tradicional para el

tratamiento de mordidas de serpientes, enfermedades
del higado y la vesicula. Un estudio etnobotanico de la
especie P. marginatum empleada como una
combinacion con la planta Quassia amara, reporta su
uso como remedio para el tratamiento de la malaria en
la Guyana Francesa, sin embargo no se informa sobre
estudios experimentales in vitro e in vivo con esta
especie (Vigneron et al., 2005). Estudios quimicos de
la misma, han demostrado la presencia de aceites
esenciales 'y compuestos tipo propenilfenoles,
terpenos, flavonas y flavanonas (Reigada et al., 2007).
También se han analizado diferentes actividades
bioldgicas como analgésica, antibacterial,
antiinflamatoria (Autran et al., 2009) y en este reporte
se presenta su actividad antiplasmodial. Para las hojas
y tallos de P. obrutum se present6 baja actividad
antiplasmodial y moderada citoxicidad lo que indica la
inespecificidad de su accién parasiticida. Esta especie
no presenta reportes de composicién quimica, ni de
actividad bioldgica segun las Bases de datos SciFinder
Scholar, ScienceDirect, PubMed, SCiIELO consultadas
el 10 de Enero de 2012. P. jericoense tanto hojas como
tallos son citotoxicos y su actividad antiplasmodial es
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baja, los indices de selectividad indican que no hay
una especificidad hacia el parasito con la actividad
antiplasmodial presentada. De esta especie solo se
presenta un reporte de actividad bioldgica, en el cual
se encuentra un porcentaje de inhibicion > 50 % para
actividad antimicrobiana a una concentracion de 128
pg/mL (Salazar et al., 2007). La especie P. auritum
tampoco presentd actividad antiplasmodial, sin
embargo el extracto de los tallos P. auritum present6
la més alta actividad citotoxica con una CCs, de 8,67
pg/mL, indicando la presencia de compuestos de
interés  farmacologico en la  busqueda de
anticancerigenos. Las hojas de esta especie se usan en
forma topica, para diversas afecciones como: dolor de
cabeza y dolor abdominal, en decoccién (via oral) se
usa para tratar la fiebre, para hemorragias por heridas
se emplean las hojas y la raiz. Los compuestos
aislados e identificados de P. auritum son de tipo
alcaloide, amida, propenilfenoles, terpenos, esteroides
y flavonas y entre las actividades bioldgicas se
encuentran reportes de actividad antibacteriana y
antifangica (Parmar et al., 1997). El extracto de hojas
de la especie P. aduncum presentd la mejor actividad
antiplasmodial con una 1Cs, = 26,5 pg/mL y una
moderada citotoxicidad, sin embargo no tuvo un buen
indice de selectividad < 1. Este resultado de actividad
antiplasmodial obtenido en una cepa sensible NF-54
de P. falciparum se complementa con el reporte de
Valadeau et al., 2009 donde se informa una IC5=10
pg/mL  en cepa cloroquino resistente FCB2 de
Plasmodium falciparum. De esta planta se ha
informado las hojas empleadas en infusién, decoccion,
y tintura para el tratamiento de Ulceras simples del
estomago, también se utiliza para el tratamiento de
problemas estomacales, la apatia intestinal y célicos
ventosos. Para el tratamiento de heridas externas y
hemorragias externas se usa una solucién de tintura en
la zona afectada y luego se aplica encima hojas secas
pulverizadas (Gupta, 1995). Quimicamente se han
aislado e identificado compuestos de tipo alcaloide,
amida, propenilfenoles, terpenos, esteroides,
chalconas, dihidrochalconas y flavanonas (Parmar et
al., 1997). Para esta especie se encuentran reportes de
usos en la medicina tradicional en diferentes regiones,
también para diferentes actividades bioldgicas como
antifungicos, antibacterial y antiespasmodico, entre las
cuales se encuentra la actividad antiplasmodial de un
acido benzoico prenilado denominado acido 3-
[(2E,6E,10E)-11-carboxi-3,7,15-trimetil- 2,6,1 0,14-
hexadecatetraenil)-4,5-dihidroxibenzoico con una
actividad sobre la cepa sensible a la cloroquina F32 de
Plasmodium falciparum con una ICsy = 32,2 pg/mL
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(Flores et al., 2009) posiblemente a este compuesto se
le atribuya la actividad presentada en el extracto de
etandlico de las hojas.

CONCLUSIONES

De manera general se puede concluir que se obtuvo
moderada actividad antiplasmodial y baja actividad
citotoxica para los extractos de las especies evaluadas
de género Piper. Dada la concentracion inhibitoria 50
y la baja citotoxicidad para el extracto etandlico de las
hojas de la especie P. aduncum con una actividad
antiplasmodial de 1Csy = 26,5 pg/mL, se ameritan
estudios fitoquimicos biodirigidos hacia validar su
accion antimalarica y la caracterizacion de sus
componentes quimicos, en especial en la busqueda de
acidos benzoicos prenilados.
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