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I. RESUMEN
El propesito de este estudio fue evaluar 1la accift
tripanostdtica In vivo de tree especies vegetales usadae

comUnmente por la poblacidn guatemalteca para tratar algunas

onformedades consadas vor vrotozoon
T T

Se usaron ratones como modelo experimental, lee cuales se
inocularon en grupos de cinco a razOn de 1x10"
tripomastigotes/ml de Trypanosoma crust. A las 24  horas
poatinoculacion se comenzci a adminietrar con eonda
orogAstrica los diferentes extractos a cada grupo, eel como
solucift saline al control negativo y alopurinol al control
positivo. Cada grupo fue evaluado hemocitomdtricamente a
intervalos de siete diets (7, 14 vy 21 dies, respectivamente)
obteniendo curves de parasitemia de los dos grupos control y
de los tree grupos de experimentacift.

Se hizo un andlisis estadistico por medio de un ANDEVA de
2 vies y con las diferencias encontradas se hicieron
comparaciones multiples por medic de la prueba de Dunnett.

E1l estudio demostr6 que existe diferencia
estadisticamente significative entre el grupo control (p<0.0S3)

y dos de los grupos de extractos de plantas sometidos a

estudio. La mayor biocactividad se obtuvo de los extractos
acuosos de Arcuroleena lobate  (tree, punters) y Tegeten lucid.,
[pericén), mientras que Tridax procumbene [hierba del torn)
no mostro6 diferencia estadisticamente significative entre el

control (p>0.05) y los diferentes extractos administrados.



IT INTRODUCCION

La geografia de Guatemala, por su posicién entre dos

" " [e] .
oceanos y su-gran divzersidad de 'I-lmac, da como resultado un

enorme potencial de recursos naturales y riqueza etnobotAnica.

SecTonocte —qQue €t use de prantas y productos naturates
pare el tratamiento de algunas enfermedades se remonta a
tiempos muy antiguos, hoy esa costumbre Be ha heredado de
generacift en generacibn, especialmente en las capes sociales
de menores ingresos econotmlcos.

Es comUn el wuse de cataplasmas, infuniones, sahumerios,

lavativas, etc. pars combatir fiebres, diarreas. anemias,
infecciones respiratorias, caida del polo, constipados, etc.
(1) .

La enfermedad de Chagas es una parasitosis exclusive del
continents americano y estrechamente ligada a la pobreza y al
eubdesarrollo (2). El alto indite de desnutriciAn, las males
condiciones higiénicas que predominan en el Area rural y el
tipo de materiales que se utilizan pare is construccift de las
viviendas favorece is reproducci6n del vector vy permite 1la
colonizacift en lugares como grietae, resqulcios de las
paredes, cajones viejos, attics obscures, nidos de roedores vy

principalmente la convivencia con animales domesticos quo

cohahitan dentro de is case (3). Todo Seto contribuye a
una de las principales formals de transmision de la
Tripanosomiasis Americand. enfermedad que atfecta cerca de

40 millones de personas en AmArica Latina vy qguienes en la



a
mayoria de los <cases no tienen acceso a los medicamentos
exlistentes, tante por su poca disponibilidad en el mercado vy
alto costo, como por los efectos colaterales quo eu use
conlleva.

En Guatemala, se han realizado algunos estudios pare

evaluar el efecto de extractos de plantae sobre algunos

microorganismos, Pero Asto Unicamente in vitro (4) de los
cuales se han obtenido Dbuenns resultados, sin embargo, la
experimentaciOn de eaten extractos en modelos vivos, estA
comenzando. Recientemente se iniciaron estudioce sobre este

metodologia (5).

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto tripanostAtico de tree plantae de conocida actividad
antiprotozoaria. Se realizaron extraccionee con solventee de

distintae polaridades de hojas de Neurolaena lobate (tree

pun‘ras). Tagetes Jlucida (por-ir*ﬁn\ 37 Tridax prnhnmhanq (hierba

del tore): y fueron administrados a grupos de cinco ratones
previamente inoculados con una cepa de Trypanosome cruzi
autOctona. Se incluyeron doe grupos control, un negativo con

soluci6bn saline y un positive con alopurinol.



ITI ANTECEDENTES

A. Enfermedad de Chagas

I. Generalidades

Carloe Chagas se desempefiaba como medico en Minas Gerais,
Brasil cuando fue informed® que en las paredes y techos de las
viviendas de 1los trabajadores habian ciertos insectos que de
noche picaban y succionaban sangre.

En el intestino de estos insectos encontr6 unos protozoon
flagelados que 1llama Trypanosoma crust en honor a su maestro
Oswaldo Cruz. Al inocular el pardsito a un grupo de monos,
trey semanas despu6s recuper6 tripanosomas circulantes de la
sangre de estos. Posteriormente, aisl6e el par6slto de la
sangre de un nifio afectado con fiebre, anemia y linfadenopatia
generalizada.

Con ello demostr6 que este tripanosoma es el agente
pat6geno de una enfermedad endemica en ciertas regiones del
Brasil, a la que 61 llamé6 "Tripanosomiasis Americana" y clue
posteriormente ha lido llamnda Enfermedad de Chagas en

homenaje a quien la descubrl6 (6).

2. Vector
El vector es un insecto del genero RedUvido y familia
Triatomidae, de héohitos exclusivamente nocturnos que

provoca una picadura completamente indolora.



——,J.> vectores son el hombre vy probablemente animales
domesticos (principalmente perros y gatos) que hen side
infectados con T. cruel (7).

Fetoe vectores son alados Fero capacitados solo pars
vuelos cortos, y estrictamente hematfifagos. Pertenecen al
genero Reduvideo (familia  Triatooldee) en las que se infectan
varies docenas de especies. Sin embargo, solo tree especies:
T. dinddtata, T. nitlday Rhodniue prolixue, bien adaptados a
viviendae humane, eon loe responsables de la transmisidn de
la enfermedad en Guatemala y Areas de Centro America (8).

Se adaptan mejor a los climes secos, generalmente se lee
encuentra en cases de Areas rurales y suburbanas donde hay
conditions favorables pare su desarrollo. Se le encuentra en
ranchos techados de =zacate o de cualquier clase de pada, en
las Paredes de barro no cocido o bajareque. Durante el dia se
()sultan entre el techo pajizo, grietas en las paredee, detras
de cuadros o adornoe clue cuelgan o entre madera que ester

EoNE B | JHORY
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3. Agente etinlOginn

El agents etiolOgico, T. cruel se hallo en tree formes
morfoldgicamente distintas; relacionadas con los tree
diferentes medics en que €1 parAsito habita. Los amastigotes

son organismos de forma esferica u ovalada de 2 um de diAmetro



que no poseen flagelos v representan una forma de
multiplicacidn. Se lee encuentra intracelularmente en 1los
mamiferos huespedes (10).

Los ePimestigotes tienen un flagelo y una membrane costa

ondulante: el kinetoplasto, situado delante del nécleo. Son

OrgaIIsSmos fUSTformes de urnos 20— um detargo v Tepreserrtanr urna
forma de multiplicacift qua se encuentra en el tubo digestivo

del zector V. en cultiszos I1.os #ripmmaq1-1'qn1-pq' tienen el

kinetoplasto situado detrds del n6cleo, un flagelo 8131 comp
una membrane ondulante que va a lo largo de todo el
microorganismo. Miden unos 20 um de largo y representan una
forma infecciosa no multiplicative, aparecen en la luz del
recto de los redovidos y son infecciosos Para los mamiferos
(10) .

También se encuentran en el mamifero hub6sped, en donde
tranamiten la infecciOn de una celula a otra o la inician en

el redfivido cuando se ingiere con la sangre. It cruzi crece

ST CadsSC Coday 1ads Certuldas del Cusrpo, fibrobtastos, T6iutas de
la mé6dula osea, de los n6dulos linfaticos, adiposas, del
mUsculo estriado, del bazo. del bilged®, del riflan y del

sistema nervioso (10).

4. Ciclo de vide
Las formes flageladas de It cruzi eon ingeridas con
la sangre que aliments al 1insecto y después de una eerie de

alteracioneo y multiplicaciones en el tube digestivo del



vector, las formes metaciclicas se producen en grandes

cantidades y se eliminan con las heces (10).

5 Formes de transmisian

La transmisiOn de In enfermednd suele resultar por
contaminaciOn de las mucosas o piel herida con heces que
contienen las formes infecciosas del tripanosoma (10,11).

En ocasiones el hombre puede infectarse por medio de una
trannfusiOn de sangre o accidentalmente en el laboratorio. Se
ha senalado tambiAn la infecciOn del reciAn nacido a travAs de
la placenta, la transmisiAn por 1is leche de la madre y
comiendo carne infectada. La Enfermedad de Chagas se ha
descubierto en una gran Area del hemisferio occidental que se
extiende desde el sur de los Estados Unidos (Texas) hastn

Argentina (9,11).

EI organismo 1nvasor, Jdespués de penetrar a travAs de Ias
mucosas o de la piel, se multiplica en las calulas de los
tejidos vecinos o los ganglios linfaticos regionales en forma
de amastigotes. Estos producen seudoquistes gue se rompen,
causando una reaccion inflamatoria y linfAtica. Los cuerpos
liberados penetran nuevamente en las °Hulas de los tejides

adyacentes o invnden la sangre (10,11).

6. Patologin
PrActicamente cualguier Argano puede ser invadido, pero

es mAs probable que se afecte el sistema fagocitico



mononuclear o linfoide, las fibres musculares (en especial
cardiacas) y las celulas neurolOgicas del sistema nervioso
central (11).

En el misculo cardiaco hay infiltracift interstitial
difusa de celulas mononucleares vy edema interfibrilar, con
muchos amastigotes en las fibres cardiacas. La parasitemia
puede persistir de cuatro a does semanas, despues de las
cuales el ©paresito permanece inactive en los tejidos con

invasiones pasajeras a la sangre (11).

En 1is etapa cronica, las principales lesions se ven en
corazen y en tubo digestivo. El corazien este dilated® e
hipertrofiado sin lesionee vasculares o valvulares. Hay

trombos murales frecuentes, en particular en la auricula
derecha y en is punta del ventriculo izquierdo (11).
La presencia de amastigotes dentro de las fibres del

corazen solo se descubre en cerca del 30 por ciento de 1los

caees crenices. Es convin observer 1infartos por embolic en
pulmones, bazo, riftenes y a veces en el cerebro de
yapicutco u_[uc hG.J.l llluCJ_tU tJUJ_ COtO. CLlfCLlllCdad (ll) -

Con frecuencia los pacientes en quienes este afectado el
tubo digestive solo presentan megaesb6fago, megacolon o)
reaction inflamatoria leve en miocardio (11).

En esefago vy colon hay notable dieminucien del nisnero de
celulas del sistema neurovegetativo vy lesions inflamaterias
focales en la cape muscular.

Se epee que el megaes6fago y el megacolon resultan de

I19mgn4f '
all iefiumisly,

.dotiuteca Central



la destruccift del sistema nervioso intramural, relacionado

probablemente con la infecciOn del partisito (11).

7. DiagnOstico

Para el diagnOstico de la infecciein por T. cruzi Seé usan

dos tIpos de pProcedimisentoss PaTraSTtooOgIcos ¥ Serotergieos;
el primer® permits detectar al tripanosoma en la sangre y esta
indicado principalmente en 1is lase aguda de 1s 1infeccift
cuando habitualmente exists una parasitemia elevada. El
xenodiagnestico es €l metodo mAs sensible, el hemocultivo y el
examen de sangre fresca y por concentracifin son terabit:
utilizados con frecuencia (12).

El metodo serolOgico permite detectar la presencia de
anticuerpos contra T. cruzi y este especialmente indicado en
is fase crOnica de la 1infecciOn. Entre los metodos
serolOgicos mAs usados estAn hemaglutinaciOn, el test de

floculacift, inmunofluorescencia y ELISA (12).

8. Tratamiento
Para el tratamiento de Asta enfermedad, las drogas usadas
tienen su mayor eficacia en 1s fare aguda. Muchos compuestos

qulmicos han lido estudiados en is enfermedad de Chagas, pero
haste el memento solo dos han demostrado cierta eficacia
contra T. cruzi (13).

Estos compuestos son Nifurtimox que es un derived®’ de 3-

metil - 4 - (5"-nitro-furilidenamino) - tetrahidro - 4H -1,4 -
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thidiazino-1.1-dioxido y el Benznidazole que es el N-bencil-2-
nitro-l-imidazolacetamida (13).

El Nifurtimox, ha demostrado ser efectivo tanto in
vivo como in vitro, sobre las formes amastigotas y
epimastigotas del parasito (13).

Estes doe drogas, no disponibles en Guatemala; solo son
electives en un 50 por ciento de los casos de infecciones
recientes vy producen efectos colaterales <coma anorexia,
perdida de peso, nausea, vOmitos, convulsiones, vertigo,
excitacion fisica, polineuropatias y eritema multiforme entre

otros (13).

B, Actividad tripanocida in wvivo

Poco se ha estudiado sobre la actividad tripanocida in
vivo do algunos compuestos quimicos (14).

Despues del descubrimiento de is enfermedad en 1,909 vy
haste 1,937 ning9n compuesto habia sido estudiado en scree
humanos con enfermedad de Chagas. La quimioterapia existente
es inadecuada vya que no hay una droga lo suficientemente
elective que destruya los paresitos tanto en sangre como los
que se hallan en los tejidos. La violets genciana es el
quimico que con mss frecuennia as use pare el tratamiento
previo de la sangre en transfusionen sengulneas, la mayor
desventaja de su lief), es la coloracian que da a 1s sangre y a

LDS tejidos del paciente (13).

Se—ham estudiado tamb o St IToX TaaIrTteEs femttTcos coma &t
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butilhidroxitolueno (BTH) . el Dbutilhidroxianlsol (BHA), Arldo
gAlico y sus Asteres en mueetras de sangre humane infecteda
con T. cruzi. Al cabo de 24 horas las muestras tratadas con
BTH fueron evaluadas y estaban libres de parrisitos (14).

El efecto terapAutico del Alopurinol fue evaluado en
ratones infectados con T.cruzi, encontrAndose una reducciAn
aceptable en los rangos de parasitemia e incremento
en la supervivencia de los modelos experimentales (15).

McCabe et el. sugiere el use de Ketoconazole comp un
agente tripanocida. Los resultados de sue Divestiger:Jones
demostraron que este posee actividad contra Leehmenla tanto 1in
vivo coma 1in vitro y actividad contra malnria in vitro (16).

Se conoce un derlvado nitroimidazOlico-tidiamAlico (2-
amlno-5-(l-metll-5-nitro-2-imidazolll)-1,3,4-tidiazole) es el
que mostr6 un marcado efecto tripanocida en ratones infectados
experimentalmente con T. cruzi en dosis de 500 mg/kg de peso
(17) .

El crecimiento in vitro de epimastigotes fue inhibido por
el Alopurinol a dosis de 10 ug/ml. Sin embargo, ningAn efecto
fue evidente sobre las formes tripomastlgotas del paresito
(18) .

Muchos reportes documentan la constante investigaciAn
sobre la guimioterapia de is enfermedad de Chagas gue ocupa a
la Industrie fermacAutica, sin embargo, gulches de las drogas
halladas no solo no curan, sino que comprometen el Dbienestar

de los pacientes (19).
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En la mayoria de los paises se continua wusando mucho de

la medicine traditional, especialmente las plantaa y BUS

derivados Para el tratamiento de algunas enfermedades.
A'IrJnn::c de cetas p'larﬁ-ac Re usan como an#-iprm#r\?mar-imc

contra malaria vy leshmaniasis. Los alcaloides naturales

extraidos del drbol de la quina: la quinine y la emetina son

ejemplos de medicine natural usada como antiprotozoarlo desde
hace mucho tiempo (19).

Se hen estudiado plantas do la familia alcurhiteceee y se
demostr6 que las hojas de hbfflordice cherentia mostraron una
fuerte accidn antimalaria, reduciendo en tin 50 por ciento los
niveles de parasitemia (20).

Fournet et al. estudiaron la accidn de 14 alcaloides de
biebenzilosoquinolina in vitro sobre tree cepas de T. cruzi y
leehmania, los cualee mostraron efectos inhibitorios por 1lo
que se sugiere continuer estudios in vivo (21).

Estudios hechos en Brasil con extractos de Rupatorium
equalidum y Vernonie braniliana mostraron accidn sobre malaria
(22) .

Extractos obtenidos de hojas de Azedirachte indica y
Pinion sativuaise usaron pare prober su action antimaldrica en
ratones, solo el segundo de los extractos demostr6 una
actividad significative disminuvondo la parasitemie (2n).

Gonzdles et al. evaluaron el efecto tripanooide de 1los
productos de origen vegetal y usados al norte de Chile,

especialmente Plantes de la femilia Anteraceae (llamede
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anteriormente Cempositae), encontrando algunap con porcentajes
aceptables en is reduction de is parasitemia en ratones (24).

Asuzo y Chimene estudiaron los efectos de extractos de
hojas de Iforinda -Weida sobre 277penoemne brucei brucel en
ratonee, observando que el mejor efecto tripanocida se lograba
al administrar el extracto simultaneemente con la inoculation

(25) .

C. Enpecies de plantae de in familia Antereceee usadan
medicinalmente

En los eltimes alias se han hecho algunns 1investigaciones
tendientes a validar cientificamente el wuso de las plantas
medicinales usadas popularmente pare el tratamiento de muchas
enfermedades.

A continuation se describen tree plantas de la familia

Lotoreceoce coloccocionadac do n = 21

ok
= oo

SEEP
actividad contra infecoiones por parasites (26). Estes tree
plantas fueron escogidas por su facilidad de adqutsicion.
frecuencia de uso, information en las fuentes bibliografices y

distribution en todo el pais.

1. Tagetes lucide Mart & Gal. - PericOn

a. Cescripclft y distribuclem

Hierba perenne, muy arometica, erecta, 30-95 cm de alto,

. 1 n : o
7 Ty TCO LITOOTO [ gumn [SA WA WY@ I Birw ) uwir) NU Ao UpUT O LAdO Y
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oblongo lanceoladas. 2-10 cm de largo, 3-5 mm de ancho, muy
roman y puntiagudas, finamente dentadas, provistas de algunas
glendulas oleosas. Flores amarillas en cabezuelas de 9-10 mm
de ancho; recepteculo cilindrico. 5-10 mm de largo, 2-3 mm de
ancho, en arreglos terminales. Semilla de 6-7 mm de largo,
con ranuras, pappus de 3-4 mm de largo (27).

Native( de Mexico a Honduras, crece en bosques de pine a
1,000-2,000 msnm introducida y cultivada en Estadon Unidoe 'y
Europa.

En Guatemala crece en: Paten, Jalapa, Guatemala, Quiche,
Sacatepequez, Chimaltenango, Huehuetenango, Quetzaltenango vy

San Marcos (27).
[ 1111481t oh it

i

s o ilel\ﬁgsr Di GilAftil
b. Usos y propiedades

La decocciOn de las floras vy hojas se uea pars tratar el
paludismo (28,28) gripes y resfriados (28), mordeduras de
escorpien y enfermedades hepdticae (30).

Se le atribuyen propiedades antisepticas, digestivas vy
ant iespasmOdicas . Ampliamente usada en las afecciones del
tracto gastrointestinal, se usa en el tratamiento de in
diarrea y flatulencia, disenterl a, dolor de estemago e
indigestion (30 ) -

For ennayon farmacolOgicos se ha demostrado que las hojas
tienen una actividad depresiva del sietema nervioso central vy
actividad Thipotensiva (29). Estudios real izadoe en Guatemala

demuestran que los extractor Rout-Ince muestran una actividad
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entiespasmédice in vitro e in vivo y que la Dire par via oral
es mayor de 50 g/kg de peso. Estudios ©posteriores demuestran
que la actividad antiespasm6dica se encuentra principalmente

en la fracciOn rice en dicumarinas (30).

C. Composicion quimica

La plants contiene tree resinas acidicas, Acido gtilico,
tanino, glucose, dextrine, pectina vy sales minerales (31),
alcaloides cuaternarios, flavonoides, saponinas,

leucoantocianinas (32), quercetagetina, patuletina y limoneno

(33) .

2. Tridax procumbene L. - Hierba del toro

a DescripetOn 7 dletribuelft

Hierba perenne, base letSosa, tallos ramificadoe, 15-30 cm
de largo, a vetoes enraizado en los nadulos. Esparcida o
densamente hirsute. Rojas cortamente pecioladas, limbo
rombico, oval o lanceolado, 2=7 cm de largo, agudas en el

spice, verde obscure, meirgenes fuertemente dentados, hirsuto
en el envés, escabreso en el  haz, flores en cabezueles
radiedas, solitaries en pedfineulos deenudes. 10-20 cm de
largo, involucros ampliemente campanuladoe, 5-8 mm de large;
Marion Dbiseriados; paleas ©persistantes, ligulas amarillo
blenquecines; flores del disco aw 1llas, 5-7 mm de largo;

equenies negros, 2-5 mm de largo, pilosos.
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Nativa de Mexico y Centro America; introducida en Sur
America, El Caribe, Asia y Africa. En Guatemala se halla en
El Progreso, Zacapa, Chiquimula, Guatemala, Alta Verapaz, Raja
Verapaz, Chimaltenango, Eecuintla, Izabal, Jutiapa, Paten,
Quiche, Retalhuleu, Sacatepequez, San Marcos, Santa Rosa vy

Suchitepequez (27).

b. Uses y propiedadee

La planta fresca o en decoccien se usa pars tratar la
anemia, dolor de <cabeza, alergias, hipertensién, diabetes,
fiebres, catarroce y enfermedades hepaticas (29,30).

Se le atribuyen propiedades depurativas, febrifugas vy

desinflamantee (34).

c. Composicion gulmica
Lae hojas contienen un alcaloide no identificado. En la
revision realizada en la literature disponible, no Be encontr6

ninguna informacién sabre la composicién fitoquimica de esta

especie.
3. Neurolnenn lobatn R. Rr. - Tres puntas
a. Descripcien y distribuciOn
Arhusto semileiloso, con tallos erector, est.riados, muy
ramificados de 1.5 - 3.0 m de altura. Rojas alternas y

diversamente lobadas, asperas al tacto, las inferiores hasta
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de 30 cm de largo y las superiores mucho mAs cortas e
inflorescencia de color amarillo (34).

Se encuentra el las partes bajas de ambas yertientes

pacifica y atlAntica. Desde Yucatan hasta Colombia vy el sur
de Venezuela. de 0-700 msnm. En Guatemala se encuentr, en
Alta Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Izabal, Patti, El

Progreso, Quetzaltenango. Retalhueleu, San Marcos. Santa Rosa

y Suchitepequez (34).

b. Usos y propiedades

T inmiusidnm deSeta prants &8 USE COmMo tOnIco €S Conacar,

febrifugo, antidiarrdéico, amebicida y contra la malaria (34).
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v JUSTIFICACTONES
Guatemala es un area endemica de enfermedades causadas
por protozoon, dentro de 1las cuales este 1s enfermedad de
Chagas o Tripanosomiasis americana, producida por T. cruzi vy
que afecta cerca de 40 millones de personas en America Latina,

estimendose que existe una poblacien de 100 millones con alto

riesgo de adquirir 1s enfermedad, constituyendose por lo
tanto, uno de los problemas de salud man importantes del
continente.

La prpr*nrin situacien economics de 1a maymria de 18 gprﬂ'p
en nuestras comunidades no lea L'narm-H-a ::ﬂrl‘n-ir-ir las Hrmrj:c
existentes en el mercado, pars tratar de combatir la

enfermedad, que ademas de ser muy cares, son poco efectivas,
dificiles de conseguir vy sobre todo, provocan una eerie de

efectos colaterales que deseetimulan su uso.

Este c-H-n:r*-ionl ha hecho que desde S

gUa teMd f teCo CoMmMUTT, PUsSque — Una alternative gue Se aiuste a Bus

necesidades y recurra a costumbres y tradiciones que forman

parte de su herencia cultural, haciendo uso de 1is enorme
variedad de especies vegetales pars curer algunas
enfermedades.

Exists en is Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, is
infraestructura necesaria vy is experiencia de mss de 10 aAos
de investigacionee sobre actividad antimicrobiana vegetal y un
proyecto internacional de cooperacign que este financiando

estudios sobre enfermedades tropicales en Guatemala, lo que
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permite validar cientificamente el use popular de ester
plantar buscando una alternative elective contra la

tripanoeomiaeis.



v OBJETIVOS

A. General

Evaluar la Dbioactividad de los extractos de plantas

uandas en el tratamiento de infecciones por protozoos.

B. Eapecifleos

1. Establecer una metodologia apropiada pars la extraction vy
demostracion de la actividad tripanostdtica de plantas
medicinales.

2. Demostrar la actividad tripanostatica 1in vivo de

extractos obtenidos de las hojas de plantas de la familia

Asteracea: ti. lobata, T. lucida y T. procumbens.
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VI HIPOTESTS

Al menos uric de los extractor de las tres plantas

estudladas tiene actividad tripanostAtica in vivo.

INM Of IA MOSSO Of AT MIS If CIAIfIIATA T
. Inolloteca Central
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VII MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo
Lo constituyeron todas les plantas de la familia
Asteracea a las que se les atribuye Propiodaden

antiprotozoarias.

1. Nnestra
De un grupo de plantas de la familia Asteracea que fueron

estudiadas y que presentaron propiedades antiprotozoarias,

fueromr—escogidas  tree por su  frecuencia de  use, T I
adquisiciOn y distribuciAn en el pais; siendo estas: N.
lobata (tree puntas), T. lucida (pericAn) y It procumbens
(hierba del toro). Se evalu6 la accion tripanostAtica en tree

grupos de cinco ratones y se utiliz6 como control un grupo con

Atopurinol y Ul grupo COIll SOolUucithi sariine. -

Los ratones fueron inoculados con wuna cepa auté6ctona de

T. cruzi caracterizada por Rodas en 1,002 o razbn—d

- | 1Q1
SN e T A\ L iy

tripanosomas/ml haciendo un total de 25 ratones/planta (35).

B. RECIIRSOS

1. Recursos humanos
Tesistm Bachdller Jnrge Hth. Parahona S.
Asesor Lic. Armando Céaceres

Coasesor Msc. Carlota Monrny
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2. Recursos institucionales

Departamento de Citchistologia, Escuela de Quimica
BiolOgica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

Departamento de Zoologia, Area de InvestigaciOn de
enfermedad de Chagas, Escuela de Biologia, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

Departamento de AnAlieis Aplicado, Escuela de Quimica

FarmaceUtica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

3. Recursos materiales

a. EcialP0O
- Microscopic
- Rotavapor
- Percolador
- Probetas
- Vase:tie de precipitaci6n

- Erlenmeyer

b. Reactivos
- Diclorometano

- Etanol al 80 %

fell

- Polivinilpirrolidona (PVP)
- SoluciOn de Ringer
- Alopurinol

- Soluci6bn saline. al 0.85 %
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C. Materiales
- Organos secos de las plantas
- Cajas plAsticas pare los ratones
- Alimento pare ratones
- Aserrin de madera

- Jeringas luer tip de 1 cc Para inoculaciOn

d. Modelo experimental

edad y peso entre 20-25 g.

= Cepa guatemalteca de T. -rim! ITD/GIT/92/MAR-G.

C. PROCEDIMIENTO

1. ExtracciOn de principios activos

De cada una de las plantas se obtuvo tres clases de
extractos: polar (diclorometano), medianamente polar (etanol)
y apolar (ague).

Se colocaron 100 g de material vegetal completamente seco
y se agregaron 500 ml de diclorometano por 24 horns, tiempo
después del cual se colect6 el extracto vy se agregaron
nuevemente 500 ml de diclorometano, colectandolo 24 horas
deopubs y se junt6 con el extracto anterior.

Una vez realizadas las don extracciones con Cl-CH el
siguiente peso fue la extraction con etanol al 80 par ciento

par 24 horas dos veces 'y luego to extraction con ague



25
hirviendo por una vez. Los tree extractos obtenidoe de cede

planta fueron concentrados en rotavapor.

2. Apareamiento y reproduccidn

Se Trahajﬁ un grupo de ratones de raza albina (suizos) en

reproducciOn que al cabo de 21 dlas paren camadas de
aproximadamente 10 individuos, lo que permiti6 former grupoe
de ratones con el mismo sexo (hembras o machos), con una edad

aproximada de 6 semanas y un peso entre 20 y 25 g.

3 Inoculacidn de cepas de T. cruzi

Cinco ratones por grupo, fueron inoculados con cepas de
T. cruzi autb6ctonas, clasificadas (ITD-GT/92/MAR-5) segtn
criterios de UNDP/Word Bank/WHO, Special Program for reserch
and training in tropical deseases on standarization of methods
for T. anti classification, encontradas en la ampolla rectal
de T. dImidlata looalizada en Villa Canalee y caracterizada

por Rodas en 1,992 (35).

4. Adminletracidn de extractoe

24  horas después de haher inoculado los ratones se les
administr6 por via °registries los extractos obtenidos con 1los
diferentes solventes a razOn de 500 mg/kg de peso. Se incluy6
un  grupo control negative al cull se le administrei solucten
saline 'y un grupo control ©positivo que fue tratado con

Alopurinol. A intervalos regulnres de 7 dins (7, 14 y 21
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dial) fue obtenida una mneetra de 5 ul de sangre per un
pequefio corte en la parte distal de la cola y evalunda

hemocitometricamente pare determiner is parasitemia.

5. Cuantificaeidn del pa/nilsite
La cuantificacién de ©paresitos Be obtuvo extrayendo 5 ul

de sangre de is parte distal de is cola con pipet& calibrada y

observaci6bn microscépica. El recuento se hizo en °Amara de
Neubauer. La cuantificacien de la reducciOn de parAsitos se
calcul6é por medio de curves comparando el nUmero de

tripomastigotes obtenidos de los rntones bajo administraciOn

de los extrectos de lee plantas y los grupos control.

6. Diseflo experimental

El disefio experimental fue de Dbloques al Azar con 5
tratamientos por plants. y los Dblogques Theron dies diferentes
de inoculaciOn.

Los tratamientos  fueron: soluciOn saline coma control
negativo, Alopurinol coma control positivo, extract?®
diclorometenico, extract® etan(511°c y extracto acuoso.

El nUmero de repeticiones file 5 par tratamiento con un
0C = 0.05, f3 = 0.1 y un limite de error igual a 2 dneviaciones
estdndar. El anAlieis estadIstico se hizo par medic) de un
ANDEVA de 2 vies y con las diferencias encontradas se hicieron

comparaciones multiples por medio de la prueba de Dunnett.
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VIII RESULTADOS

A. Estandarizacinn del método:

La metodologia establecida para la obt.enciOn de los
extractor de las plantar y los lotes de ratones de cinco
individuos, permitiO manipular de mailers adecuada los modelos
experimentales, tanto en la dosificaciOn de los extractos coma
en los recuentoe hemocitomAtricos pare la elaboraciOn de las
respectivas curves de ©parasitemia. Se determin6 la dosis del

Alopurinol como control positive (10 ug/kg de peso).

B. Curve de parAsitemia de N. lobata

En la (malice te 1 se observen las curves de parAsitemia
de T. crawl de los grupos control y de los diferentes
extractos de la planta. En el die 7 solo en los controles
negativo y positivo Be encontr6 parAsitoe; a partir del dia

14 todoe los grupos Be comportaron de forma similar, is mayor

tiferencia—entre—tos—gruposBe—observt—a partir—det—dia—2t—en
donde el grupo del control negativo mostra 92,000
tripomastigotes/ul, el grupo control positivo 8,640
tripomastigotes/vl, el extracto diclorometan (co 87,000
tripomastigoten/ul, el extracto eten6llso 20,000
trimmastigotesinl % el extracto aCUORTFT 8, 9A0

tripomestigotes/nl (table 1 ).
Se hizo wun anAlisis de varianza de 2 vies y Be demostrh

quo exicte diferencia estadieticamente significative entre
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grupos ( p<0.05 ). Se realizaron comparaciones multiples con
lo que se comprob6 que existe diferencia estadisticamente
significative entre el control negativo y el extracto acuoso,
y extracto etandlico; mientras que no hay diferencia con el
extracto diclorometdnico (table 4).

La grAfica 1 muestra el efecto de los diferentes
extractos de N. lobate sobre las curves de paranitemia de T.

cruzi.

C Curve de paraeitemia de T. luclda

En la grdfica 2 se observan las curves de parasitemia de
T. cruzi de los grupos control y de los diferentes extractos
de la planta.

Durante los diem 7 y 14 las curves tuvieron un
comportamiento similar, observando la mayor diferencia entre
ellas a partir del dia 21. donde el grupo control negative

mostrd 132,640 tripomastigoteslul, el grupo control positivo

8,640 tripomatigotes/pl, el extracto acuoso 32,400
tripomastig®tes/1117 el extracto etandlico 43,760
tripomestigotes/pl v el extracto diclorometAnico 72,960

tripomestigotes/1 (table 2 ).

Se hizo una andlisis de varianza de 2 vies y se demostrO
que existe diferencia estadisticamente significative entre
grupos ( p>0.05 ). Se realizaron comparaciones multiples con

lo que Be comprobd que existe diferencia estadisticamente
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significative entre el control negative v el control
positive. extracto etannlico, extracto acuoso y extracto

diclorometrdnico (table 5).
La grAfica 2 muestra el efecto de lee diferentes

extractor de T. lucida sobre las curves de parasitemia de T.

cruzi.

D. Curva de parasitemia de T. procumbens

+ o o 2l
Ccolit o o

— - o ~ 1 1 2l = o
Il 1d yLlallltda o ot UUDoOTL VALl Lo CTOL VTS |\ iw rPoaLrToo T

T. cruzi de los grupos control vy de los diferentes extractoo
de la Plante.

El comportamiento de cliches curves fue similar en todo el
ensayo, observando el pico méximo el dia 21 cuando el control

negativo mostrO 35,840 tripomastigotes/pl, el control positivo

68,000 tripomastigotes/pl, el extracto acuoso 20.160
tripomastigotes/nl, el extracto etan6lico 15,040
tripomastigotes/zil y el extracto diclorometdnico 97,280

tripomatigotes/P1 (table 3).
Se hizo un andlisis de varianza de 2 vies y se encontrO
que no exists diferencia estedisticamente significative entre

grupos (table 6).
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IX DISCUSIOR DE RESULTADOS

La enfermedad de Chagas es una parasitosis que afecta a
cerca de 40 millones de personas en America Latina y quienes
en la mayoria de los casos no tienen acceso a los medinamentns
existnntes en el mercado.

La quimioterapia usada haste el momento no es adecunda,
ya que las drogas utilizadas, ademds de ser muy cares, son
Poco efectivas, dificiles de conseguir y sobre todo, provocan
una aerie de efectos colaterales que deseetimulan su uso.

En este estudlo, el prop6sito principal fue realizar el
tamizaje ©preliminar en Dbusca de un medicamento alternativo
natural que este al alcance de toda persona afectada por este
mel.

Se evalu6 la acciébn tripanostatica de tree plantas
medicinales que la literature informa son usadas per 13
poblacien guatemalteca pars el tratamiento de algunes
enfermedades causadas por protozoos (26,28,34) . Se estudib

especificamente la accién tripanostritica in vivo (5) por 1lo

gque — S€  UCIIIZdroNl  TaronNes  COMo — MoOUsio  eXperimentart. Se
infectaron 5 grupos de 5 ratones cads uno por planta, al grupo
control negntivo se le Administr6 soluciOn saline, al grupo
control positivo se le administr6 Alopurinol vy a los tree
restantes, los extraotos de oada planta obtonidos con
diferentes solventes. Se evalud la parasitemia los dies 7, 14
y 21, respectivamente.

La varlacian entre grupos controles vy de experimentacidn
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y aun dentro de los grupos Memos, pudo deberse a la inmunided
natural de <cads individuo; pues nunque se tratb6 de minimizer

este factor usando animales de is misma camada, la misma eded.

el mismo sexo, el mismo peso, controlando condieiones vy
horarios estandar de inoculaciOn vy dosificaciOn de 1los
" ol . 1 L i 1o O . o = > P
cxLlLadClLOL, LUC CVIUTIITT Tas O rTITIICTIasS TITCTr IS eCasS s
ellos, como lo demuestra el hecho de que algunos haven

desarrollado parasitemias tan altas respecto a los demds.

N. lobate (tree puntas) ha sido wusada como un agente
antiprotozoario muy efectivo contra la malaria y leshmaninsis
(26.34) y en este case mostr6 ser muy efectiva tembién contra
T. cruzi. Como se puede observer en la table 1 el efecto
del extracto acuoso y etanOlico respecto a los controles es
muy marcado, ya que los datos obtenidos tienen una menor
dispersion incluso que el alopurinol, que sirvio comp control
positivo, lo que viene a confirmar los estudios in vivo hechos

por Medinilla en 1993 (36). Yapur en 1994 (5) y los estudios

in vitro por Caceres en 1995 (37). Al hacer el ANDEVA de 2
vies se encontr6 que existe diferencia estadleticamente
significative entre grupos (P<0.95) (table 4).

It lucida |(pericOn) se ha used® con efectividnd contra
malaria (28.29) y en este case mostr6 ser efectiva aungque an
menor cantided tembi6n contra T. cruzi quo et igual que
Plasmodium Mane una face como pareisito de la emigre.

Al hacer el anAlisis de varianza de 2 vies se encontrb6

que existe diferencia estadisticamente significative entre
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grupos (P<0.05) (table 5), rues al comperes le
parasitemia de los grupos de experimentaciOn fue menor que
is del grupo control negativo (grAfica 2).

T. procumbene (hierba del toro) la literature lo menciona
como una infusion antiprotozoaria y elective en is ameblasie,
leshmaniasis vy malaria vy como antthelmintico (26, 34) sin
embargo, en este caso mostra poco efecto tripanostAtico, pues
hubo poca diferencia entre las curves de ©parasitemia de b e
extractos de la planta y el grupo control, como se Observe en
la grafica 3 el extracto acuoso y el extracto etanolico
muestra Dbiocactividad, sin embargo hey ',niche veriabilidad entre
grupos debido quizAs a is inmunidad natural de cede individuo.

Al hater un ANDEVA de 2 vies se encontrO que no exiete
diferencia estadisticamente significative entre grupos
(D>0.05) (table o).

Tomando en cuenta 1los resultados obtenidos. puede
afirmarse quo de las tree planters estudiadas, doe muestren

valor potencial come agentes tripanostaticos, ya dque se

STTCOoTtTra Una — GLiSmInuUcCIoOn & 105 ranges Jde  parasitemia &
valores aceptables y en ninguno de los ensayos se oObnervarnn

efectos tOxicos a dosin de 500 mg/kg de ©peso For via oral,

resultados per demAs alentadores por 1o que se engine
realizes los estudios fermacolOgicos y fitoguimicns
correspondientes pare dilucidar las estructures de Ins

principios activos responsabies y poder aplicerlos en la

clinics.
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X CONCLUSIONES

A. La metodologia wutilizada en este estudio es apropiada,

fAcil de implementar y confinble.

B. E1l extracto acuoso de AL Inhatn (tres puntas), hierba
usada comunmente contra malaria y leshmania mostr6 un marcsdo

efecto tripanostAtico in vivo el cual es estadisticamente

significativo.

C. El extracto etanOlico de T. lucida (pericOnl, hierba
usada comunmente como antimaldrico vy antidisentArico, mostro6
un maroado efecto tripanostAtico in vivo el cual PS

estadisticamente significativo.

D. T. procumbene |hierba del toro), hierba usada comunmente

COMO INTLUSIOIN alltIpIrotozodrid, tUvo Ul €f8CL0 POCO dprecCiapie

sobre T. cruzi el cual no es estadisticaments significativo.



XTI RECOMENDACIONES

A. Adecuar las 1nstalaciones Para un bioterio en el que se

puedan mantener animales en condiciones adecuadas de trabajo.

B. Determiner la concentracifin inhibitoria minima (CTM) vy

dosis efectiva 50 (DE”o0) pare los extractos de N. lobate y de

T. lucida y saber a que concentracift Be inicia la accian
tripanostAtica.
C. Efectuar estudios fitoquimicos de M. lobate 'y de T.

lucida pars dilucidar los princTplos activos r.—sponsables de

la actividad tripanostAtica.

D. Repetir las 1nvestigaciones sobre T. procumbene evitando
la variabilidad entre los ratones para comprohar en
efectividad contra T. cruzi, aunque no se hayan obtenidos

resultados positivos en el presente estudio.

E. Spacer una forma de solubilizar el extracto
diclorometanico para poder adminietrarlo a los modelos Vvivos

sin exponerlos o en su defecto, eliminar su uso.

F. Continuer las 1investigaciones con extractos de plantms
para poder validar cientificamente su uso, plies es de resalter
la importnncia que para la gente de escasos recursos

representa la medicine alternative

%
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TABLAN' 1
TRES PUNTAS

ENSAYO; FOUR
11 Y2 . Y3 14 15 PROM, DESV ST, ICOEF VAR,
, 0 , T 6,9 7,76 21,30
li 12888 111 188 | 11388 P188 | 12388:8 |m 43:11 811
AREA;  2283-23 1736305 2484388 2411737 2513158
ENSAYO; ALOPURINOL
X 1 it Y2 Y3 14 15 1 PROM, DESV ST, [COEF VAR,
10 10,2 2311 15,87
71 Sig 1254 oA | 1n 1188 | 808:6 |23AN, | ii:
AREA; 172011 231273 118076 230692 33352
ENSAYO; ETANOLICO
X i Y2 13 14 l ) U PROM, DESV ST, CgﬁF VAR,
] 0 0 2,0 0.2 | #, /96
17 76619 10 1600 M88 1188 | 24886 8 | 157072 15;161
AREA; 1386000 19,000 84000 196000 168000
ENSAYO; ACUOSO
1 11 18 13 14 15 PROM, DES? ST, |COEF VAR,
" 0,0 0,0 | 'Oudot
/i 11188 l,Sa 11588 1188 1888 | LIE8'8 lop3402,8 | 480
AREA; 252000 252000 280000 84000 136000
ENSAYO; OICLOROtETANICO
X 11 % 13 74 V5 PROM, | DESV ST, |COEF VAR,
] 0 0 0.0 0.0 | 101v/0t
17 A8 | 81638 89888:8 | 41;L | Tkl
ARER, 1666000 154700 0 0 0




TULA Nm 4
TRES PUNTAS

AREA BAJO LA CURVA

RATON AGM ETANOLICO ACUOSO OICI ORONETANICO ALOPURINOL
l 2288422 ,50 1386000, 00 252000.00 I 1666000,00 2920147.,00
9 1796205,00 196000, 00 252000,00 1547000,00 952129.50
3 | 2434387,50 84000, 00 280000, 00 i 1703157.50
If I 2541786,00 196000, 00 84000,00 | 1596136,50
5 2513157,50 168000,00 | 196000,00
Prosodic 2318801, 80 406000,00 1 212800,00 | 1606500,00 2044142 .62
Dosv, St, 1  306723,75 549756,31 | 78199,74 84145,710 1294279, 80
coif vor, 1 13,23 135,41 | 36,75 5.24 63,32
ANALISIS DE VARIANZA
FUENTE SC (t. CcVv F
Trotosientos 14246720684411,40 3 4748906894803, 81 38,18
Error 1616811668509, 80 13 124370128246,91 (000,05
Total 1586353235292,20 16
COMPARACIONES DUNNETT
Aqua - Etonelicc -1912801, 80 (000,05 577680,62
Acuo - Accocc -2106001, 80 ( 0.0,05) 577680,62
Aqua - Dicicromotorico - 712301,80 (NS) 764129,63
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TASLA No ?

PERICON
(Trloomosti Wasit

ENSAYO; AGUA
X YI Y V3 wu '
7 ‘ 7
120868 | 110688 | 186000 | 140868 | 16
g
AREA; 2131976 1944940 2397381 2482463  2749"
ENSAYO: ALCPURINOL
X Y1 Y2 Y8 Y4
K 5 0 T
14 4 86 12186 6408 121E6 d
AREA; 172011 231273 118076 230682 59
ENSAYO; ETANOLICO
X Y1 Y2 Y3 Y4 Y5
7
17 40681 %O z41h 203 761
AREA; 706167 1083298 424057 571284 18491
ENSAYO; ACUOSO
X Y1 Y? Y3 Y4 Y5
] 10 9 It
o SA81 108 551318 32868 50!
AREA: 577157 507675 649408 581550 6187
ENSAYO; DICLOROMETANICO
X II Y? Y3
7 7 11 B 11
11 38888 60888 48888 | 136828 3
AREA; 1564988 1080482 859857  23041E1 579"



TABLA No 5

PERICON
AREA BAJO LA CURVA
RATON ] ACUA ETANOLICO ACUOSO DICLOROMETANICO ALOPURINOL
1 | 2181976,00 706167,00 577157,00 1564987,50 172011 00
b 1944939,50 1033296,00 507675,00 10ned1,50 231278,50
3 | 2347881,50 424056,50 646407,50 859657,00 118076,00
4 | 2482462,50 371288,50 581549,50 i 2894161.00 28.0692,00
> 1 2749485,50 1349138,00 618756,50 I 579705,00 88651, 50
Promedro 2841238, 80 776788,60 585909,10 I 1295846,40 157080.70
pYev, St,I 312475,87 414494,46 52496,91 712029,69 88680,61
coef vor, I 13,85 53,36 8,96 54,95 53,24
ANAL1SIS DE VARIANZA
FUENTE SC GL CM F
Trotornotos 14066671209768,70 4 8516667802442,17 28,87
Error 8144732424618,60 20 157236621730,98 ( 10,05
Total 172111406644867,80 24
COMPARACTONES OUNNETT
Ague - Aloourinol -2164158,20 ( 0¢0,05 ) 664588, 35
Aqua - Etarolloo -1564450, 80 (_0(0,05 )
Roo) - Aouoso -1755329,80 (_0¢0.05 )
AQua - Ocolororeetonrce - 1045890, 50 ¢ 0(0,05 )
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TASLA N . 3

HIERSA DEL TORO

ENSAYO; FOUR (Triaomostigotes/AII)
X R N ¥3 ¥4 y5 PROM, DESV ST, |COEF VAR,
7 R 4 5 . 23.29| 68,50
1/ i238 | 10 | s | HId | MSS' | "§:83:3 1 ;i "
AREA; 3136263 1792070 1484083 2660070 1624105
ENSAYO; ALOPURINOL
X Lo Y2 il 4 Y5 PROM, DES? ST, [CLEF VAR,
7 8 | 7 9 0 30 3rp| . .9,59
I 14885 | 12888 | 3ASS | NHS 11488:8 18N9S4:82 | 111:4)
ARER; 3920147 952120 1708158 1596137
ENSAYO; ETANOLICO
X 11 Y2 13 4 PRO, I DESV ST, ICOEF VAR,
7 | 6 10 6,2 15,12 48,92
L] 1sd | lis | e8| 1288 | 1 | 14rg8 UgLT
ARFA; 784035 784140 616105 616175 1092088
ENSAYO; ACU0SO
X vl Y2 Y3 Y4 19 PROM, DESV ST, COEF VAR,
7 , . 4 , 32, 78
! | d | 85d] itld | 11683 | % d |INES:8 [qd2i:11 | 707
AREA; 560074 924158 420147 1792175 1036093
ENSAYO; DICLOROtETANCO
a 11 Y2 L w4 Vi PROM, OESV ST, |MEE VAR,
7 10 7 6 9 7.6 8,11 21,22
1| O | s | ousses | 768 | ASSS | Buags |mmiirik| AL
IREE; 2940112 5264175 176413 1708109 2380151

(0




TAELA N° 6
H1ER8A DEL TORO
0
AREA €llU LR MO

RATON ASIA ETANOLICO 1 ACUOSO I fl.:.LOROMET NI'l
! 8136262.70 I 784085,00 560078, 50 29401'2,00 3520147, 1:,0
2 1792070.CD 1784140,00 924157,50 r2s4i75,00 921"29,50
1464087,50 616105,00 420147,00 1764122.53 11SC:7€.02
4 2660070.00 I 616175,00 1792175,00 1700106,50 536195,, 50
r 1624105,00 I 1092087,50 1036098,00 23"'0150..5'7
PromAdio 2163s519,00 i 778508, 50 '946580, 20 28,162,7:1 '57'10, 70
Oasv, St, 72'135,41 I 194871,49 | 536205,68 I '46C556.46 234:.7
Coef Vvor, 83,71 I 24,97 56,65 I 51:15 86,82
ANALIS1S OE YARIANZA
FUEN7E SC GL M
Trotami4ntos 14674619316466,00 4 366865482911A “3
Error 16939791776608, 80 19 89156795?7CL 65 vy
Total 31614411090074,20 23
CCMPAPACIONES NNN=7-7
AQUO - Aloourtnol -95176.38 NS 1684S65,Y7
Aqui, + Etoftolloo -1.160810, N NS 158:584,2C:
Aqua + Aomo$o -1192798,80 NS 153::534, 2 ¢ |
Aqua - Ololorometonico 672014,70 NS 1:732554,f1
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