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RESUMEN.

La enfermedad de Chagas es potencialmente mortal, se estima que en el mundo hay
entre 6 - 7 millones de personas infectadas; actualmente, existen dos medicamentos
para tratar la enfermedad, benznidazol y nifurtimox; ambos son eficaces si se
administran en la etapa aguda, pero su eficacia disminuye después del inicio de la
infeccién, ademds presentan efectos secundarios serios. En el siguiente estudio se
evalud la actividad anti-Trypanosoma de extractos metanoélicos de plantas con uso
medicinal. Se evaluaron cuatro extractos, siendo Haematoxylum brasiletto el extracto
con la mejor actividad, present6 una DL50 de 543 pl/mL. Ninguno de los extractos
present6 una citotoxicidad elevada. Por lo que H. brasilleto, es una opcién para buscar
tratamientos alternativos contra la enfermedad de Chagas.

ABSTRACT

Chagas disease is a life threatening problem, an estimated between 6 - 7 million of
people are infected worldwide; currently, there are only two drugs to treat the
disease, benznidazole and nifurtimox; however both them are effective only on the
acute phase, and its effectiveness decreases after the onset of infection and also
shows serious side effects. In this study the anti-Trypanosoma activity of methanolic
plant extracts were evaluated. Extracts of Haematoxylum brasiletto showed the best
activity with a LD50 of 543 pl/mL. None of the extracts showed high cytotoxicity. H.
brasilleto is an option as an alternative treatments for Chagas disease.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana,
es causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi,y
es potencialmente mortal. Se calcula que en el mundo hay
entre 6 y 7 millones de personas infectada, sobre todo en
zonas endémicas de 21 paises de América Latina, donde
se transmite principalmente por las heces de insectos
triatomineos (WHO, 2016). Actualmente, existen dos
medicamentos para tratar la enfermedad, benznidazol y
nifurtimox; ambos son eficaces si se administran en la
etapa aguda, pero su eficacia disminuye después del
inicio de la infeccidn. En la fase aguda de la enfermedad
de Chagas se establecen cifras seroldgicas de curacion
entre el 75 al 80% con el tratamiento con benznidazol
(Cancado, 2002; Rassi, 2000; Ferreira, 1988). En la fase
cronica de la enfermedad se habla de cifras de curacién
mucho mas bajas, aunque muy variables, hasta de un
60% en menores de 12 afios y entre un 8 y un 25% en
adultos (Ferreira, 1990; Fragata., 1995). Debido a la poca
eficacia que han mostrado los medicamentos, los
esfuerzos para contener la enfermedad se han volcado en
productos naturales como extractos de plantas; Caceres
et al. (1998) prepararon extractos a partir de 13 plantas
nativas de Guatemala, las in vitro sobre epimastigotes y
tirpomastigotes de T. cruzi. Cinco de las plantas
analizadas mostraron actividad en contra de T. cruzi in
vitro a una concentracion de 2 mg/mL. Luize et al. (2005)
evaluaron 19 especies de plantas usadas en la medicina
tradicional brasilefia para el tratamiento de diversas
enfermedades, 12 plantas tuvieron efectos significativos
contra los parasitos, con porcentajes de inhibicién del
crecimiento de entre el 49.5 y el 99%); los extractos a su
vez no mostraron efecto citotéxico sobre eritrocitos de
oveja. Por lo tanto, el siguiente trabajo tiene como
objetivo, evaluar el uso de extractos naturales para el
tratamiento de la enfermedad.

Metodologia

Preparacion de los extractos.

Se colectaron ejemplares de Haematoxylum brasiletto,
Cymbopogon citratus, Marrubium vulgare y Schinus molle
en diferentes localidades del estado de Nuevo Ledn. Se
lavaron y se procedio a secarlas a una temperatura de 30
°C, una vez secas se molieron hasta polvo fino, se
utilizaron diversas porciones de los ejemplares, como la
parte aérea, tallos y hojas segin corresponda. El material
vegetal molido se deposité en un cartucho de celulosa
(Cartucho Whatman 33 X 80 mm), para la extraccién
Soxhlet, donde se depositaron 50 gramos de planta por

cartucho con 250 mL de metanol como solvente de
extraccién, y se colocaron a reflujo por 40 horas.
Posteriormente, se filtré el extracto con papel Whatman
N° 1y se concentré mediante Rotavapor Buchi R-205. Se
analiz6 el rendimiento de cada planta, previo a realizar
las pruebas bioldgicas (g de extracto/ 100 g de planta)
(Quintanilla-Licea, 2012).

Evaluacion de la actividad tripanocida de los
extractos

Se realiz6 una solucion stock de cada extracto metanélico
de 15 mg, disueltos en dimetil sulfoxido 1% (DMSO) e
incubados por 24 h. Los bioensayos se realizaron por
duplicado en una placa de ELISA de 96 pozos con 200 pL
de la suspension del medio con parasitos y extracto a
diferentes concentraciones (1 mg/mlL, 0.75 mg/mL, 0.5
mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.1 mg/mL). La microplaca se
incub6 por 96 horas a 27 °C. El nimero de epimastigotes
vivos se determiné mediante recuento en camara de
Neubauer. Los resultados se expresardn como la
concentracién inhibitoria 50 (CI50), que correspondeala
concentracion a la cual ocurre el 50% de muerte celular.

Determinacion de la actividad citotéoxica de los
extractos

El ensayo consisti6 en exponer grupos de larvas a las
mismas concentraciones de extracto que se utilizaron
contra T. cruzi (0.1, 0.25, 0.50, 0.75 y 1 mg/mL) durante
24 h a temperatura ambiente y bajo régimen continuo de
luz. Primero, se prepararon placas de 96 pozos, se afiadié
a cada uno 200 pL de agua de mar suplementada con
extracto de levadura y con diluciones del extracto
correspondiente. Seguidamente, se transfirieron 10
larvas a cada pozo. Al finalizar las 24 h de exposicidn, se
conto el numero de organismos muertos y se realizé una
prueba PROBIT. Las larvas se consideraron muertas si no
exhibian movimiento durante varios segundos de
observacién al microscopio estereoscdpico. El
experimento se consideré valido si el porcentaje de
mortalidad en los controles no excedi6 de 10%
(Fernandez-Calienes, 2009).

Resultados y discusion

El rendimiento mediante la relaciéon g de planta g de
extracto obtenido, siendo H. brasiletto el que presentd
mayor rendimiento con un 21.32%; y en orden
decreciente se encuentran S. molle con 17.78%, M.
vulgare con 16.3% y finalmente C. citratus con un 14.8%.

El extracto de H. brasiletto present6 una alta actividad
tripanosomicida a comparacién de los demds extractos y
su citotoxicidad no fue elevada (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividad tripanosomicida de los extractos Artemia salina, se necesitan dosis muy elevadas, por

metanodlicos y actividad citotoxica en modelo Artemia.

IC50
Especie Parte (mg/mL) IC50 Artemia
95%C
Haematoxylum Corteza 0.543 (0.446- 2.412(1.731-
brasiletto 0.635) 4.659)
Cymbopogon Parte 1.21(1.05- 3.148(2.129-
citratus aérea 1.40) 6.300)
Marrubium Parte 0.647(0.521-  2.115(1.554-
vulgare aérea 0.776) 3.974)
Schimsmole  nos 080712 227901688

Los extractos de plantas con antecedentes de uso
medicinal han sido un referente constante en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, debido a los
efectos adversos del benznidazol y el nifurtimox (Abdel-
Sattar et al.,, 2010; Paveto et al., 2004; Cuhna et al., 2003).
Se ha utilizado ampliamente el extracto de S. molle contra
diferentes organismos; Pizzolatti et al. (2002) lo
probaron contra T. cruzi obteniendo DL50 de 50 pg/mL,
en contraste con los que se obtuvo en este estudio de 7.7
mg/mL de extracto. Abe etal. (2005) hizo una evaluacién
del extracto de M. vulgare contra T. cruzi, obtuvo una
DL100 entre 125—250 pg/mL contra los 7.5 mg/mL
necesarios para obtener un 50% de letalidad en este
trabajo; estas discrepancias puede estar dada por las
diferentes localidades de donde fue obtenido el material
vegetal. El aceite de C. citratus fue evaluado por Santoro
et al. (2007) contra T. cruzi, requirié concentraciones de
126.5 pg/mL para la inhibicién media del crecimiento de
los epimastigotes; la concentraciéon del extracto
metanolico utilizado en nuestros experimentos para
obtener una mortalidad media fue de 18.4 mg/mL,
notoriamente mayor, inclusive se observé que este
extracto era capaz de proliferar el crecimiento del
parasito. Los aceites esenciales son obtenidos mediante
arrastre de vapores, y el extracto metandélico fue
obtenido mediante maceracién, es posible que los
compuestos activos presentes en el aceite no se
obtuvieran por nuestro método. De los extractos
analizados fue el del Palo de Brasil el que presento una
actividad marcada; el efecto antibiotico de H. brasiletto
ha sido probado contra bacterias como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; dando mejores resultados contra
el ultimo. Abe et al. (2002) realiz6 pruebas preliminares
con 20 familias y 37 especies de plantas con uso
medicinal en México y Guatemala, reportando la fijacién
de epimastigotes de T. cruzi a 2 mg/mL y un 90-80% de
inmovilizacién a 1 mg/mL; sin embargo no profundiz6 en
los compuestos presentes en el extracto o en la
purificaciéon del compuesto activo. Los extractos no
presentaron una toxicidad elevada en el modelo de

encima de las que presentaron actividad tripanomicida
para obtener un efecto téxico en las Artemias.

Conclusiones

El extracto metandlico completo de H. brasilleto
demostr6é alta actividad tripanosomicida con baja
citotoxicidad en modelo de Artemia; por lo tanto es
recomendable continuar con estudios mas detallados
sobre los compuestos presentes en este extracto, pues es
una opcién para buscar tratamientos alternativos contra
la enfermedad de Chagas.
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