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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas representan una amenaza para la salud publica
a nivel mundial a pesar de los enormes avances en la medicina humana. El
control de los agentes causales es un gran desafio, ya que las vacunas sélo
estan disponibles contra un nimero limitado de patégenos. La mayor parte de
los anti-infecciosos presentan de limitaciones considerables en términos de
espectro anti-microbiano y efectos secundarios. Adicionalmente, su abuso
generalizado ha dado lugar a resistencia a los medicamentos. Por estos
motivos, la investigacion sobre nuevos medicamentos anti-infecciosos
constituye una necesidad urgente. Actualmente, el 60 % de la poblacion de
area endéemica depende de la medicina tradicional y natural para el tratamiento.
Piper auritum es una planta de las regiones tropicales ampliamente conocida
por sus efectos farmacolégicos. En este trabajo, nosotros evaluamos la
actividad del aceite esencial extraido de esta planta frente a un amplio panel de

microorganismos, incluyendo: bacterias (Escherichia coli y Staphylococcus



aureus), hongos (Trichophyton rubrum y Candida albicans) y protozoos
(Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi y T. brucei). El producto mostro
una actividad especifica frente a P. falciparum (Clsp = 0.5 pg/mL) y T. brucei
(Clsp = 5.3 pg/mL) y no se observo toxicidad (Clso > 64 pg/mL) frente a la linea
celular MCR-5. Nuestro estudio demuestra las potencialidades del aceite
esencial extraido de P. auritum para el desarrollo de un nuevo agente
antiparasitario frente a la malaria y la enfermedad del suefio, causadas por P.

falciparum y T. brucei, respectivamente.

INTRODUCCION

Dentro de la familia Piperaceae las especies del género Piper han sido
consideradas de relevante importancia desde el punto de vista econdémico. Este
género comprende alrededor de 1 000 - 2 000 especies y el mayor nimero se
encuentra en las Américas (cerca de 700 especies), seguido por el Sur de Asia
(alrededor de 300 especies). En regiones del Pacifico Sur y Africa existen
pequefios grupos de estas especies (1).

Entre estas especies, Piper auritum Kunt ITS se reconoce facilmente por su
gran tamafo (20-50 cm) y un olor caracteristico a anis en sus hojas. Las
plantas crecen con un solo tronco principal con hojas grandes en dos filas
alternas y en posicion horizontal sobre las ramas superiores, formando una
ligera corona (1). Existe informacion de P. auritum con una serie de propositos
diferentes entre los que se incluyen la culinaria y sus propiedades medicinales.
Entre las aplicaciones medicinales se ha reportado el uso como diurético,
sudorifico y estimulante en casos de fiebre, para la angina de pecho,
anestésico local, para los colicos, dolor de cabeza y para la digestion (2). Otros
efectos han sido reportados como anti-inflamatorio, antibacteriano y antifingico
(3, 4). En la literatura se han descrito diferentes especies de Piper que han
mostrado actividad antiparasitaria. Ejemplo de ello podemos citar: a P.
aduncum frente a Leishmania (5) y P. hostmannianum frente a Plasmodium
falciparum (6).

Por otra parte, en afios recientes se ha incrementado el uso de aceites
esenciales en la busqueda de nuevos tratamientos antiparasitarios (7). En este
estudio, se evaluo la actividad del aceite esencial extraido de P. auritum frente

a un amplio panel de microorganismos, incluyendo: bacterias (Escherichia coli



y Staphylococcus aureus), hongos (Trichophyton rubrum y Candida albicans) y

protozoos (Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi y T. brucei).

MATERIALES Y METODOS
Aceite Esencial de P. auritum: La planta fue colectada en el Instituto de

Farmacia y Alimentos de la Universidad de La Habana, Cuba, en julio de 2001.
Un ejemplar fue depositado en la Estacion Experimental de Plantas
Medicinales "Dr. Juan Tomas Roig ", Cuba, y se le asigné el niumero de
espécimen 4622. El aceite esencial se obtuvo por destilacion, en condiciones
de laboratorio, de la parte aérea de la planta, utilizando el aparato de
Clevenger, de acuerdo con el Reglamento NR309 (8).

Farmacos de referencia: La eritromicina y el cloranfenicol fueron comprados de

la Sigma-Aldrich (Bornem, Bélgica); mientras que el miconazol y la flucitosina
fueron gentilmente donadas por Janssen Pharmaceuticals (Beerse, Bélgica).
El tamoxifen, el benzonidazol, la suramina, la miltefosina y la cloroquina fueron
gentilmente donadas por el Programa de Enfermedades Infecciosas de la
Organizacion Mundial de la Salud.

Microorganismos y Cultivos de células: Para este estudio se utilizaron los

siguientes microorganismos: Escherichia coli ATCC8739, Staphylococcus
aureus ATCC6538, Trichophyton rubrum B68183, Candida albicans B59630,
Plasmodium falciparum Ghana, Trypanosoma brucei brucei Squib-427 y T.
cruzi Tulahuen CL2. Para el andlisis de la toxicidad de utilizé la linea de
fibroblastos humanos MRC-5 SV, (Coleccién Europea de Cultivos de Células,
Reino Unido).

Experimentos _integrados de evaluacién: El panel para la evaluacion

antimicrobiana de forma integrada del aceite esencial fue adoptado de las
metodologias estandarizadas descritas por Cos y colaboradores (9). Los
experimentos fueron llevados a cabo en placas de 96 pozos (Greiner,
Germany) utilizando concentraciones seriadas 1:4 en un rango entre 0.25y 64
pug/mL. Las diluciones fueron llevadas a cabo por una estacién robdtica y
programada de precision (BIOMEK 2000, Beckman, USA). En cada placa se
incluyé un control del medio de cultivo (0% de crecimiento), controles no

tratados (100% de crecimiento) y cultivo tratado con una droga de referencia.



La Concentracion Inhibitoria Media (Clsg) fue determinada a través de la
ecuacion de regresion lineal a partir de las curvas de respuesta-concentracion.
Los resultados fueron expresados como el promedio de dos réplicas + su

desviacion estandar.

RESULTADOS

La citotoxicidad y actividad del aceite esencial de P. auritum frente a bacterias,
hongos y protozoos se muestra en la tabla 1. El aceite esencial mostré una
actividad especifica frente a P. falciparum y T. brucei y no se observé toxicidad
frente a la linea celular MCR-5.

Tabla 1. Toxicidad y actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper

auritum.
Células/Microorganismos Clso (ng/mL)
Aceite de P. auritum | Farmaco de referencia
MRC-5 >64.0 11.3+1.4%
T. cruzi >64.0 22+0.5°
T. brucei 5.3+3.3 0.05 + 0.05°
P. falciparum 0.5+0.2 0.3+0.1°
S. aureus >64.0 6.6 +4.3'
E. coli >64.0 6.9 +3.49
T. rubrum >64.0 0.3+0.2"
C. albicans >64.0 0.7+0.1

a: tamoxifeno, b: benzonidazol; c: suramina; d: miltefosina; e: cloroquina; f:

eritromicina; g: cloranfenicol; h: miconazol; i: flucitosina.

DISCUSION

Las enfermedades infecciosas representan una amenaza para la salud publica
a nivel mundial a pesar de los enormes avances en la medicina humana. El
control de los agentes causales es un gran desafio, ya que las vacunas solo
estan disponibles contra un nimero limitado de patdgenos. La mayor parte de

los anti-infecciosos sufren de limitaciones considerables en términos de




espectro antimicrobiano y efectos secundarios. Adicionalmente, su abuso
generalizado ha dado lugar a resistencia a los medicamentos. Por estos
motivos, la investigacion sobre nuevos medicamentos anti-infecciosos
constituye una necesidad urgente (10).

El uso de P. auritum como agente anti-infeccioso ha sido poco estudiado, pero
nuestros resultados demuestran sus potencialidades frente a T. brucei y P.
falciparum. En este ultimo caso, el valor de Clsp fue similar a la demostrada por
la cloroquina, farmaco de primera linea utilizada en pacientes que padecen la
enfermedad provocada por este parasito. Por otra parte, el aceite esencial no
demostrd citotoxicidad a la maxima concentracion evaluada, lo cual habla a
favor de este producto debido a que la toxicidad de los farmacos
convencionales disponibles en el mercado es una de las principales desventaja
de los mismos. P. falciparum es el agente causal de la malaria, clasificada
como una de las enfermedades tropicales mas importantes en el mundo (11).
Actualmente, entre 300 a 500 millones de individuos se encuentran infectados
con Plasmodium spp, y entre 1.5 a 2.7 millones de personas mueren
anualmente por esta infeccion, siendo nifios en su mayoria. Malaria es
endémica de 90 paises, donde el 90 % de los casos se encuentran en Africa. A
pesar de numerosos esfuerzos, no se ha podido lograr la inmunoproteccion a
través de la vacunacion, la medidas de control del vector son dificiles, siendo el
tratamiento una de las opciones para combatir esta infeccién. Sin embargo, los
farmacos que estan disponibles en el mercado no son universalmente efectivos
(12). En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el estudio de las
plantas medicinales como una valiosa fuente en la busqueda de agentes contra
Plasmodium, teniendo en cuenta el éxito de la artemisina, una lactona
sesquiterpénica aislada de Artemisia annua con potente actividad antimalarial
(13, 14).

Este estudio constituye el primer reporte que demuestra la actividad del aceite
esencial de P. auritum frente a P. falciparum. En este sentido, compuestos
aislados de otras especies de este género han demostrado actividad anti-
plasmodial, como son dihidrochalconas y flavonoides de P. hostmannianum (6),
derivados del &cido benzoico prenilado aislados de P. heterophyllum y P.

aduncum (15) y el extracto metandlico de P. betle (16).



En paralelo, el aceite esencial mostré una actividad especifica frente a T.
brucei, agente utilizado como modelo de la Trypanosomiasis Africana o
Enfermedad del Suefio. Esta parasitosis es una enfermedad transmitida por
vectores en el sub-Sahara Africano, con una compleja epidemiologia, diversa
presentacion clinica y alta tasa de mortalidad. Hasta la actualidad, no existen
vacunas comerciales disponibles y la toxicidad de los farmacos disponibles
limita su utilidad (17). En nuestro estudio, la actividad mostrada por el aceite
esencial de P. auritum no se compara con la obtenida por el farmaco de
referencia la suramina (Cls=0.05 + 0.05 pg/mL), aunque pudiera explorarse
como una alternativa en aquellos pacientes que no pueden acceder a los
tratamientos convencionales o hayan mostrado resistencia a los mismos.
Resulta interesante destacar que estudios previos en nuestro laboratorio
demostraron la actividad antileishmanial de P. auritum (18). EI componente
principal del aceite esencial estudiado fue el safrol con un 87 % (18). Este
compuesto es un monoterpeno oxigenado, del cual se han descrito sus
propiedades anti-cancerigenas (19).

En conclusién, este estudio demuestra las potencialidades del aceite esencial
de P. auritum como agente anti-parasitario, particularmente frente a P.
falciparum. Futuros estudios en modelos in vivo podrian contribuir a esclarecer
la efectividad de este producto para el desarrollo de una nueva alternativa

terapéutica como antiprotozoario.
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