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RESUMEN

Se describen los métodos empleados en el estudio det efecto de extractos de insectos preparados en el Instituto
Nacicnal de Biodiversidad de Costa Rica, sobre un tipo de mataria murina producida por €l Plasmodium bergheim.
Fueron estudiados un total de 306 extractos de varios antropodos, Tratamientos posteriores permitieron obtener
dos extractos: hidroalcohalico (Et-1) y organico medianamente polar (Hex-2). Fueron utilizados ratenes blancos
(NGP) para el mantenimiento de los parasitos y la realizacion de prusbas in vive, en donde se uso el colorante azul
de cresil brillante para determinar la muerte de los parasitos causado por los extractos en cuestion. Se llegé a
establecer que la supervivencia, el hematocrito y la parasitemia, fueron pardmetros bastante eficaces para demostrar
el efecto de algunos extractos.

ASSESMENT OF TECHNIQUES AND BIOLOGICAL MATERIALS IN THE QUEST OF EFFECTIVE ANTI-
MALARIAL PRODUCTS

ABSTRACT

Different methods used in the study of the effects of insect extracts prepared at the National Biodiversity Institute of
Costa Rica against murine malaria produced by Plasmodium berghei, are described. A total of 306 extracts from
varicus arthropods were studied. Later treatments allowed cbtaining two extracts: hydroalcoholic (Et-1) and a
maderately polar (Hex-2). White mice (NGP) were used to harbor the parasites and for in vivo testing, where cresil
briliant biue dye was used to determine death of parasites produced by the extracts being tested. It was found that
survival, hematocrite, and parasitermnia were highly efficient parameters for demonstrating the effects of some extracts.
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INTRODUCCION

Actualmente existe una tendencia hacia el estudio
de productos de origen natural, en busca de posi-
bles agentes terapéuticos contra diferentes proto-
zoosis. Es el caso de los trabajos en relacion con
leishmaniasis (Hazra ef al., 1887; Croft et al,
1985; Fournet ef al., 1992), con tripanosomiasis
americana (Pinto ef al.,, 1987, Rojas de Arias et al.,
1990) pero sebre tode en cuanto a la malaria, mu-
chos estudios se han realizado al respecto (C'Neill
ef al, 1985, Amold et al., 1990; Basco et al,
1993), relacionados especialimente con el uso de
compuestos de la artemisinina en el tratamiento de
esta enfermedad.

En Cosla Rica se iniciaron hace unos afos (Bena-
vides, 1991) los primeros estudios en donde se
establecia que Cedrela tonduzii ejerce un efecto
curative sobre la malaria murina, Posteriormente
Castro et al, (1996}, evaluaron quimica y biologi-
camente la actividad de varias plantas sobre la
infeccion experimental de ratones blancos con
Plasmodium berghei y Chinchilla et al, (1998)
describieron el disefio experimental que se ha em-
pleado y se viene usando en ofros estudios simila-
res.

A raiz de varios trabajos que se realizan en Costa
Rica, dirigidos fundamentaimente a |a realizacion
de un inventario de la biodiversidad de este pais y
a la bdsqueda de usos sostenibles para recursos
bioldgicos (Sittenfeld y Villers, 1993) coordinados
por el Instituto de Biodiversidad {INBio}, surgid un
proyecto colateral tendiente a encontrar productos
activos antimalaricos presentes en los artropodos
encontrados en el Area de Conservacién Guana-
caste, localizada en el Noroeste del pais y gue
forma parte del Programa de “International Coope-
rative Biodiversity Groups™ (Grifo, 1998). Para
determinar la actividad de tales productos se de-
terminaron algunos métodos de laboratorio in vivo
e in vitro, algunos de los cuales son modificacio-
nes de fo previamente publicade (Chinchilla et af.,
1998), ademas otras técnicas son aplicadas por
primera vez en estos estudios. Una descripcion de
tales analisis y algunos hallazgos previos que co-
rroboran la utilidad de ia mencienada metodologia,
son la base de la presente publicacion.

MATERIAL Y METODOS
Extractos de inseclos

Fueron estudiados un lotal de 306 extractos de
varios artropodos cuya clasificacién taxonémica se
informa en los correspendientes cuadros informati-
vos de resultados. Las muestras de insecto se
recolectaron en el Area de Conservacion Guana-
caste, Provincia de Guanacaste, Costa Rica. Se
depositaron especimenes testigo de fa colecta en
la coleccion de insectos del Instituto Nacional de
Biodiversidad.
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Las muestras congeladas se fofilizaron, homoge-
nizaron y se extrajeron con una mezcla diclorome-
tano/metanol 2:1 {8 h), etanol 95% (16 h) y agua
(8 h). El extracto etandlico se particions entre di-
clorometano y agua y 1as particiones obtenidas se
combinaron con los extractos diclorometa-
no/metanol y agua respectivamente. Los disolven-
les organicos se evaporaron en un evaporador
rotatorio y el agua fue eliminada mediante liofiliza-
cion. Los dos extractos obtenidos se pesaron y
almacenaron a —20 °C. Estos dos extractos por
muestra de insecto recolectada fueren clasificados
como hidroalcohdlice (Et-1} y organico mediana-
mente polar (Hex-2).

Animales y parésitos

Ratones blancos de la cepa NGP y de un peso de
20 a 25 g fueron usados para el mantenimiento de
los parasitos y en la realizacién de fas pruebas in
vivo. Una cepa de P. berghe! debidamente carac-
terizada {NK-strain. Dept. of Health Education an
Welfare Nationai Institute of Health} y que se man-
tiene en el laboratorio de-Protozoologia por pasa-
jes semanales en ratones, fue usada en ios
experimentos en concentraciones de 10° parasitos
por animal.

Modelos. de experimentacion

Para el estudio in vivo, grupos de 5 animales fue-
ron inoculados via subcutanea con 10° formas
evolutivas de P. berghel y luego fratados con los
extractos de insectos comenzando el tratamiento 2
dias antes de la infeccion y continuandolo durante
7 dias mas después de ella. los exiractos liofili-
zados fueron diluides 1:300 (p/v) y se les inocuid a
los animales. Para determinar la existencia de
cualquier efecto de los extractos sobre el parasito
en estudio, los siguientes pardmetros fueron
establecidos:

a) Supervivencia. lLos animales fueron revisados
diariamente (por la mafana y por la tarde) con el
fin de estahleces los dias gue sobrevivian a la in-
feccion. Para establecer la verdadera diferencia en
la supervivencia de los animales tratades con ios
extractos en comparacion con los correspondien-
tes controles, se establecié la siguiente formula
para calcular el porcentaje de la diferencia en la
supervivencia (%DS).

%DS = D(Sx — Sc) x 100
Dc (ST - Sc)

En donde:

D: diferencia

Sx: Supervivencia en dias de los animales tratados
con un determinado extracto.

Sc: Supervivencia en dlas de los animales control
{no tratados).

De: Diferencia entre la sypervivencia total o maxi-
ma de 30 dias (limite de tiempo en el experi-
mento) y el control.
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St: Supervivencia total {30 d).

b) Parasitemia. Los ratones fueron sangrados de
fa cola dos veces por semana con el objeto de
preparar extendidos que fueron fijados con alcoho!
metilico y tefidos con el colorante de Giemsa
{10% en buffer pH 7.2). En estas muestras san-
guineas se determing el nimero de gibdbulos rojos
infectados, calculandose el correspondiente indice
de infeccién en comparacién con los respectivos
controles: animales no tratados como control ne-
gativo y animales tratados con cloroquina como
control positivo.

¢} Hematocrite, Igualmente fos animales fueron
estudiados dos veces por semana determinando
por medio del uso de micrahematocrito leido en
una centrifuga (IEC MB), la concentracion globular
que indica el grado de anemia, aspecto muy im-
portante en esta enfermedad.

Estudios previos {Chinchilla et af., 1998) indicaren
que los extractos por si solos no alteraron los pa-
rametros aqui escogidos, por lo que, aparte de un
control general para ratificar esto, no se considers
necesario incluir ratones inoculados solo con el
extracto en todos los experimentos.

En el estudio in vitro, 0.005 g de cada extracto
liofilizado fue disuelto en 500 ul de DMSO al 10%,
en sotucion salina al 0.85%, se hicieron diluciones
dobles partiendo desde 1:10 y luego, 50 pl de los
mismos se mezclaron con 200 u! de sangre de
raton cuyos glabulos rojos estaban infectados en
un 50%, en una concentracion del 3 al 5% en me-
dio de cultivo de células (MEM+10% de suero fetal
bovino). Las muestras asi tratadas se incubaron a
37° C durante 2 horas. Como .control positivo se
utilizé l1a cloroquina y como control negativo la
sangre con DMSO.

Después del tiempo de incubacion, la muerte o no
de los parasitos fue determinada por medio del
colorante azul de cresi! brillante a una concentra-
cién del 1% (1 g del colorante, 0,9 g de NaCl y
0.48 g de citrato trisodico). La dilucion en que se
observé un porcentaje de muerte menor al 50% de

fos parasitos se consideré negativa para todos los,

efectos de titulacion de la eficiencia del extracto en
estudio. Se consideraron con aigin grado de acti-
vidad promisorio, los extractos que mostrara efecto
conlra el Plasmodium en una dilucion mayor a
1:40.

RESULTADOS

En las figuras 1 ¥ 2 se presentan los resultados del
estudio de la supervivencia en un experimento
tipico in vivo.

&n la fig. 3 se muestra un estudic de parasitemia
en los animales; la curva def hematocrito en los
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animales del mismo experimento se visualiza en la
fig.4. :

{32} (23

(1.8) (1.7}

Superviv.(d)
ondaBR

C ES6 E75 E74 E71 E69
Namero de extracto

Fig. 1: Ejemplo tipico de la determinacion de la
supervivencia de animal'es infectados con P. berg-
hel y tratados con varios extractos. Se muestra fa
desviacién estdndar para cada columna en italica
Y entre paréntesis,

C E66 E75 BE74 E71 E69
Narmero de extracto

Fig. 2: El mismo experimento de Ja Fig. 1, deter-
minando el factor diferencia de Iz supervivencia
(DS), con respecto al control.
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Fig. 3: Curvas tipicas de parasitemia por P. berg-
hei en el mismo experiments tipico {Desviacién
estandar para todos los puntos entre 2,6 y 5,4).
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Hematocrito (%)

Oh 4h 7h 1ih 14h 18h
Tiempo de infeccidn (d)

Fig. 4: Patrén seguido en el estudio de hematocri-
to de animales tratados y no tratados con extractos
(Desviacion estandar para todos los puntos de 6,3
a0,8).

[
<

[a~3
o

N Hidroalcohdiico
[0 Medianamente polar

g
L)
L

HUmerc de muestras
-
(4]
;

2d  4d 10d 20d 40d  50d  BOd 80+‘
Dilucién maxima efectiva

Fig. 5: Nimero de extractos con algan efecto in
vivo sobre el P. berghei demostrado por los dife-
rentes indices de supervivencia (véase material y
métodos).
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Fig. 6: Nomero de extractos con algin efecto in
vitro sobre el P. berghei de acuerdo con la dilucién
maxima efectiva (véase explicacion en el texto),
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Fig. 7. Distribucion de positividad de los extractos
de acuerdo con los drdenes de Arthropoda estu-
diados.

Como se puede observar en tales figuras, existen
diferencias entre los animales infectados con P
berghei tratados y no tratados con algunos extrac-
tos de artrépodos. Ejemplos de la positividad total
de todos los drdenes de arlropodos estudiados de
acuerdo a los métodos in vivo (fig.5) e in vitro (fig.
6} se presentan para dar una idea general de los
resultados obtenidos.

Nétese que el grafico del estudio in vivo indica el
numero de exiractos que produjeron superviven-
cias con un %DS menor a 10 (-10), y asi hasta
més de 50. La mayor cantidad de extractos queda
en el ambito de menos de 15 a menos de 30, pero
las muestras con indices arriba de 40 son bastante
promisorias para el efecto en estudio. En el estu-
dio in vitro i mayor numero de muestras con al-
guna accién antiparasitaria presentd una positivi-
dad en la dilucién 1:10, pero también existen algu-
nos exlractos cuyo efecto todavia se mantenia en
diluciones mayores a 1:40 similar al efecto debido
a {a Cloroguina, 1o que los hace muy interesantes.
Un resumen de lo encontrado en los 306 exfractos
en estudio en cuanto a la positividad total se refie-
re, se presenta en la fig. 7.

Es notoria la predominancia de extractos positives
provenientes de élemplares de! Orden Lepidopte-
ra. Detalles de otros resultados se presentaran en
trabajos posteriores dedicados a discutir 1as posibi-

lidades terapelticas de aquellos componentes

premisorios encontrados.

DISCUSION

Los métodos para el estudio del efecto de drogas
sobre los parasitos de la malaria humana han sido
estandarizados por la Organizacidon Mundial de la
Salud {(WHO,1984), especlalmente usando Cloro-
quina, que ha sido la droga comunmente emplea-
da come farmaco tipo de comparacion.

Con el advenimiento de los cultivos de Plasmo-
dium falciparum en erittocitos (Trager y Jensen,
1976; Chin, 1979), los métodos se refieren a los
anélisis gue se hacen in viro, fo cual estandariza
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optimamente cualquier determinacion del efecto
de la droga en estudio. Sin embargo, tales méto-
dos presentan algunas dificultades técnicas difici-
les de solventar en un pais como el nuestro. Por lo
tanto se hace necesario el establecer técnicas ya
probadas en ofros lugares, tal como han sido des-
critas o modificadas segin los objetivos persegui-
dos. En nuestro pais no se cuenta con la
posibilidad de realizar cultivos de las especies de
malaria humana, ademdas de que no es factible
realizar ningdn tipo de experimentacion in vive en
el hombre. Por ello se ha recurrido al modelo de
malaria murina usande el P. berghei como parasito
de prueba, modelo que ya ha sido desarrcllado
con el propésito de estudiar la actividad de ciertos
farmacos antimalaricos (Flelcher vy Sarikabhuti,
1978). Esta especie de Plasmodium es de muy
facil mantenimiento en el laboratorio lo que ayuda
en los estudios realizados con ella. Ademéas ya ha
sido utitizado para probar el efecto antimatarico in
viva de varias plantas (Krettli et al., 1993).

Este modelo in vivo tiene ia ventaja, a nuestro jui-
cio, de que determina o que realmente sucede en
el animal como un todo, incluyendo todos los efec-
tos fisiologicos inherentes al ser vivo. Asi, la prue-
ba de cualquier sustancia para determinar aigan
efecto sobre un parasito determinado, parece ser
mas real. Sin embargo, existen inconvenientes del
rétodo coma lo son las cantidades de sustancia a
probar que se necesitan, generalmente bastante
considerables, ademas del nimero y calidad de

los ratones que se utilizan en el proceso. Porello

se ha tenido que realizar paralelamente el modelo
in vitro anteriormente descrito y que a pesar de ser
relativamente simple, es bastante conflable pues
esta basado en el uso de colorantes vitales que
indican la viabilidad celular. Tiene la desventaja
de que al ser un andlisis llevado a cabo fuera del
organismo viviente, carece de todos los factores
fisiolégicos mencionados en el modelo in vivo. En
este estudio, se nota entonces una diferencia im-
portante entre la positividad encontrada segin
cada uno de los métodos y en cada uno de los
6rdenes de artropodos estudiades (Fig. 7).

Los hallazges de extractos actives contra P. berg-
fei, correlacionaron en porcentajes superiores al
80% con los estudios realizados en el Instituto
Walter Reed Army Research Institute de los Esta-
dos Unidos, usando F. falciparum como parasito y
los migmos extractos por nosotros estudiados. Se
debe sefialar que existen diferencias importantes
entre los resultados que se presentan para los
extractos, producto de métodos de extraccion dife-
rentes. Asi, el porcentaje de sustancias aparen-
temente activas contra el parasito, no es igual, atn
si provienen del mismo orden de artropodos, si la
extraccion es alcohidlica o de ofro tipo (Figs. 5y 6).
Para facilidad ios extractos se separaron en dos
tipos: alcohélico polar (Et-1) y hexanico no polar
{(Hex-2), Incluyéndose en este dltimo caso tam-
bién lo extraido con diclorometano. La contradic-
cién en la actividad encontrada podria deberse a
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que dadas las diferencias en reactivos y procesos
de extraccién, los componentes oblenidos son
diferentes por lo que la actividad antiparasitaria
también debe ser diferente. Por otro lado existen
algunos problemas de solubilidad, especialmente
en los extractos no alcohdlicos, por lo cual se po-
dria perder parte del efecto buscado. Ademaés, las
diferencias experimentales propias de los modelos
in vitro e in vivo también producen variables impor-
tanies.

Los resultados preliminares obtenidos en esfos
experimentos, indican que existen algunas sustan-
cias extraldas de artropodos que muestran algin
efecto antiparasitario, demostrado por lo menos en
el caso de las infecciones de malaria murina. Da-
do que los artropodos de algunos de los ordenes
estudiados se alimentan de plantas, el efecto po-
dria proceder de componentes de estas Gltimas,
ya que como se ha demostrado, algunas especies

vegetales por nosolros estudiadas (Castro et al.,
1998} presentan un efecto antimalarico importante.
Ademas de que se han realizado algunos estudios
relacionados con la de actividad antibacteriana
(Salvatare ef al., 1998}, se llevan a caho otros anéa-
lisis tendientes a confirmar los hallazges para ma-
laria, asi como a determinar si tales extractos
tienen también algln efecto contra ofros parasitos
intracelulares tales coma Toxoplasma gondii, Try-
panosoma cruziy Leishmania sp.

CONCLUSION

Después de todo este proceso experimental, se
llegd a establecer que la supervivencia, tanto en
nameros absolutos como calculado en porcentaje
respecto al confrol, asi como el hematocrite y la
parasiternia, fueron parametros bastante eficaces
para demostrar el efecto de algunos extractos con
P. berghsi in vivo. Ademas, los extractos Gue pre-
sentaron alguna actividad provenian de los Grde-
nes de artrépodos Lepidoptera, Orthoptera,
Hymenoptera, Polydesmida y Homoptera. Tal

-efecto fue mas evidente en diluciones de 1:10

{p/v). pero en algunos casos la actividad fue ob-
servada aln en diluciones mayores. Estas investi-
gaciones-abren una nueva linea de investigacion
en un campo hasta ahora inexplorade, que podria
concluir con el andlisis de las plantas hospederas
de los artrdpodos positivos en cuestion.
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