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RESUMEN

Debido a la circulacion de cepas de Trypanosoma cruzi resistente a nifurtimox en Honduras,
urge investigar la existencia de plantas medicinales con accién antichagdsica. Se desarrollé in-vitro
un método colorimétrico para evaluar la viabilidad de los pardsitos. Los pardsitos crecidos en medio
liquido y en fase logaritmica fueron mezclados con sales de tetrazolium, sales que se reducen a formazan
por el succinato- tetrazolium reductasa. La correlacién entre el mimero de pardsitos y la sefial
colorimétrica fue de 0.987. El mifurtimox y otras drogas toxicas inhibieron la viabilidad de los pardsitos,
mientras fitohemaglutining mostro un efecto estimulatorio. Tres plantas medicinales fueron evaluadas:
ludwigia, octovalvis y cordia dentata; estas plantas mostraron un efecto inhibitorio en la viabilidad
de los pardsitos hasta un 90%.

Estos resultados muesiran que el método colorimétrice es una buena herramienta para ser
usado ‘en la evaluacion de la viabilidad de los pardsitos y que las plantas medicinales estudiadas
contienen metabolitos téxicos para el T. cruzi

SUMMARY:

As the result of widespread circulation of Trypanosoma cruzi which is resistant to nifurtimox in
Honduras, it has become greatly urgent to look into the existence of medicinal plants with anti-chagasic
effects. A colorimetrical method /n vifro has been developed to quantify the viability of the parasites.
Parasites grown in liquid environment and in logarythmic phases were mixed with tetrazolium salts,
salts that are reduced to formazan resulting from the reductasa tetrazolium-succinate. The correlation
between the number of parasites and the colorimetrical signal measured 0.987. The nifurtimox and
other toxic drugs inhibited the viability of the parasites, while the fitohemaglutinina showed a stimulating
effect. Three medicinal plants were evaluated: Ludwigia octovalvis, Triunfeta botensis and Cordis
dentata, These plants showed an inhibiting effect upon the parasites of up to 90%. These resuits show
that the colorimetric method is a good tool {0 use in evaluating the viability of parasites and that the
three medicinal plants studied contain toxic metabolites for the Trypanozoma cruzi.

n Honduras, poco se de la enfermedad de Chagas, circulan en el pais son resistentes

conoce acerca de la  pero se ha reportado experimen- g nifurtimox (Carrasco J, 1990).
eficacia del beznidazole droga talmente que el 62%(5/8) delas Ademss, esta droga es altamente

de eleccion para el tratamiento  cepas de Trypanosoma cruzique  toxica, por lo tanto es importante
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identificar nuevas dragas anti-
chagasicas evaluando extractos
de plantas medicinales contra 7.
cruzi mediante una aproxima-
cién etnoboténica. Se han
descrito dos bicensayos tripano-
cida, uno se basa en ¢l recuento
de parésitos expuesto a plantas
medicinales IN-VITRO (Gonzé-
lez et. al., 1990) y otro evalia la
actividad leishmaniacida y
tripanocida de las plantas
medicinales bolivianas (Four-
quet, et. al, 1994). Para
minimizar error en el sistema de
conteo, nosatros describimos un
método colorimétrico para
estudiar la proliferacién o via-
bilidad del parssito. Este método
fue adaptado por lo informado
por Mosmann en 1983, donde
describié un método colorimé-
trico para estudiar la prolifera-
¢i6n y viabilidad de los linfoci-
tos. Este método se basa en
reducir las sales de tetrazolium
{3-[4, S-dimethyl-thiazol-2yl|-
2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT )] a formazan por
el succinato-tetrazolium reducta-
sa localizado en la cadena
respiratoria de las mitocondrias
(Slater, 1963).

Cerca de 22 plantas
medicinales endémicas de
Honduras han sido tamizadas en
animales de experimentacién
para estudiar sus efectos en el
aparato respiratorio (Cambar P.,
1997) y algunas de estas plantas
han sido estudiadas para evaluar
sus efectos cardiovasculares
(Soldrzano et al., 1990, Cambar
P, 1996). Sin embargo, ninguna
de ellas ha sido evaluada, si
tienen accion antiparasitaria.

En este articulo se describe: a)
un método colorimétrico para
evaluar viabilidad de parésitos,
b) diferentes métodos de
extraccion con solventes orgéni-
cos en plantas medicinales no
descritas y ¢} evaluacién de la
presencia de matabolitos téxicos
con accién antitripanosida
mediante el método colorimetro.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos:

Ciclofosfamida (SIG-
MA), mitomicina C (SIGMA),
bromuro de etidio (SIGMA),
higromicina {SIGMA), fitohe-
moghitinina (DIFCO), sales de
tetrazolium o MTT [(3-[4, 5-
dimethylthiazol-2yl])-2,5-
diphenyltetrazolium Bromide]
(SIGMA) nifutimox (doctora
Elsa Segura. Fatala Chaben,
Buenos Aires, Argentina).

Recoleccién de plantas

En la tabla 1, se resume
¢l origen, nombre comin,
nombre cientifico, uso medicinal
en la comunidad, parte usada
para estudio biol6gico y compo-
sicion quimica de Ludwigia
ocatavalvis Triunfeta bogotensis
y Cordia dentata.

Extraccion de 1as Plantas.

Cien gramos de cada
parte de la planta fue extraida
sucesivamente con éter, clorofor-
mo o metanol concentréndose a

sequedad en un vapor rotatorio
al vacio y a 50°C.
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Pardsitos

Epimastigotes de la cepa
“CL” de T. cruzi (Brasil) fue
proporcionado por el doctor
Antonio Gonzélez (Instituto de
Biomedicina, Granada-Espafla),
se mantuvo en ¢l medio de LIT
(Liver Infusion Tryptose) con
10% de suero bovino fetal (SBF)
A26°C.

Ensayo colorimétrico para
evalaar viabilidad del pardsito

Los parasitos en fase
logaritmica (100 pl, 1x10%/ml)
fueron depositados en la micro-
placa, Iuego se afiadieron 20pl de
MTT (10 mg/ml ) y se encubaron
a 26°C durante 4 horas. El
formazan fue solubilizado con
1001 de isopropanol-HCl y
medido a 570nm.

Ensayo colorimetrico para
evaluar extracto de plantas me-
dicinales en la viabilidad del 7
cruzi,

En la microplaca se
depositaron 100 pl de parésitos
en fase logarftmica (1x10%ul),
luego se afiadié 10ul de extracto
de planta o de la droga a analizar,
se incubaron a 26°C durante §
dias. Para evaluar la viabilidad
de las células, se afiadieron 20pl
de MTT (10mg/ml) y se
incubaron a 26°C durante 4
horas. Finalmente se afiadié
isopropanol-HCl y el formazan
fué medido a 570 nm (fig.1)

Medicién de Actividad

El porcentaje de activi-
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dad fue calculado con la
siguiente formula:

{0Dp-ODEHODe-00)
X
ODc-ODb)

% aclividod = 100

donde:

ODp= OD problema; es medio
de cultivo, parésitos y droga de
referencia o el extracto de la
planta,

ODc= OD control; es medio de
cultivo, parasito,

ODb = OD blanco; es medio de

la correlacién fue de 0.98, que
significa una relacién directa-
mente proporcional entre el
nimero de parésito y ¢l forma-
zan.

Evaluacién de drogas
inhibitoria y estimulatoriaa T
cruzi.

Cuando los parésitos son
incubados con agentes alquilante
para el ADN, observamos que la
ciclofosfamida no tiene ning(in
efecto sobre los pardsitos, pero
si, el mitomicin C, ya que inhibe
hasta un 60% de su actividad. Al

observamos una inhibicién de
53.2%. Igual efecto inhibitorio
obtuvimos al incubar los
parésitos con nifurtimox (100%)
¢ higromicina (60%) (inhibidores
de sintesis proteica), mientras
que con fitohemaglutinina
(lectina) los efectos fueron
estimulatorios hasta en un 57%

(fig.3)

Efecto de extractos de planta
sobre el Toruzi

El extracto cloroférmico
de T. bogotensis usado.a una
concentracién de 10mg/ml,

cultivo con /sin extractode planta  incubarse los parasitos con mostré un efecto inhibitorio de
odroga. bromuro de etidio (agente 90% en la viabilidad de los
intercalante del ADN), parésitos, pero cuando

RESULTADOS disminuimos 10 ve-
cptmasiigotes -, wr-do:c plants ces la concentracién

Estandarizacién cx1mi) ™ { droga pairén (1 mg/ml), los
del Ensayo i parésitos fueron
Colorimétrico | estimulados hasta un

13% (fig.4).

Los epi- 1 % - Llasexfiimccionzscc(!:n
mastigotes del 7. MTT (10 mg/oal 37°C durente 3-8 cloroiormo de L.
trado ser capaces {id
de reducir el de 10_mg_/nTl,_mn stro
MTT por accién 27°C auremte 4 ure una }ghlblClén de
de algunas de sus viabilidad en los

enzimas reduc-
toras, por lo que
puede ser usado
para medir viabi-
lidad o prolifera-
cidon celular. En
la figura 2, se
puede observar
que 2 medida se
incrementa el
nimero de paré-
sitos, aumenta la
sefial del forma-
z4n. Por lo tanto

-
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Figura 1. 355odo colssimétrivo pava evaluar viabitidad de T. Crucl
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parasitos de 87%
0.095. Cuando
reducimos 10 veces
la concentracion del
extracto de planta
(1mg/ml) el efecto
inhibitorio se
mantuvo aun 30.1%.
S1 reducimos 1la
concentracion a 100
veces (0.1mg/ml),
los pardsitos son
estimulados hasta un
20.7%. Si esta



misma planta la extraemos con
éter y la usamos a 10mg/mi, la
viabilidad de los parasitos se
inhibe a 12.8%, pero si
reducimos la concentracion del

10 mg/ml. Cuando disminuimos
esta concentracién a 10 veces
menos (1 mg/ml) la estimulacién
en la viabilidad disminuye de
manera logaritmica.
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DISCUSION

En 1983, se
describié un
método colo-
rimétrico para
estudiar la
proliferacion
y viabilidad
celular de los
Estraccide linfocitos
{ @Cmdm (Mosmann,
] :H ]983) Este

D.61 0.1 1

mg/ml

extracto 10 veces (1 mg/ml}) la
viabilidad de los pardsitos se
restablece a la normalidad

(fig.5)-

En la fig.6, podemos
observar que la extraccién cloro-
férmica de L. octovalvis a
concentracién de 10 mg/ml
inhibe la viabilidad de los para-
sitos 2 un 55% * 0.19, pero
cuando reducimos esta concen-
tracidén a 1 mg/ml, se restablece
esa viabilidad. Esta misma planta
al ser extraida con hexano,
observamos una inhibicién en Ia
viabilidad de 3.72%+0.67 a una
concentracion de 10mg/ml, pero
la viabilided se restablece
cuando disminuimos 10 veces la
concentracion del extracto. Sin
embargo, cuando esta planta se
extrae con metanol obtenemos
una estimulacion en la viabilidad
de 100% a la concentracién de

T método  se
basa en redu-
cir el MTT a
formazan por el succinato-
tetrazolium reductasa (Slater,
1963) localizado a nivel del
mitocondrion o en el citoplasma
por nucleotidos de pirimidina
cofactor NADH y NADPH
(Berridge, 1993). En este caso
nosotros

es que los parisitos poseen
enzimas capaces de reducir el
MTT. Los primeros ensayos
revelaron una alta correlacién en
proliferacion entre el niimero de
parssitos y sefial colorimétrica.

Para determinar la viabi-
lidad de los parsitos fue nece-
sario evalvarlo con drogas
conocidas. Cuando los pardsitos
fueron expuestos a drogas alqui-
lantes, observamos una resisten-
cia a ciclofosfamida y una
susceptibilidad a mitomicin C.
Esta resistencia puede ser debido
a sistemas de escape que posee
intrinsecamente el parisito,
como ser: incremento de
péptidos tiblicos, alta capacidad
de reparacién del ADN y baja
permeabilidad a la droga.
Cuando los parasitos son expues-
tos a drogas intercalante del
ADN (Bromuro de etidio) mues-
tran el mismo efecto inhibitorio
que el mitomicin C, en este caso
ambos estdn inhibiendo la
replicacion del ADN o estin

acopla- 038
mos este
método
para es-
tudiar

sabilidad
y proli-
feracién
de epi-
mastigo-
te de T.
cruzi. Lo
que po-
demos
observar -

axs

0asr

R0 )

0D {%70-630 an}
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en este ¢ 2
€ensayo
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interfiriendo la transcripcidn.
Los pardsitos expuestos a
inhibidores de sintesis proteica a
nivel de traduccién [despolirri-
bosomando (nifurtimox) o
blogueando a la traslocacion del
aminodcido (higromicina)]
observamos no viabilidad del
pardsito.

En el intento de identi-
ficar nuevas drogas antichagésica
se evaluaron 3 extractos de
plantas medicinales contra
epimastigotos de T. cruzi
mediante una aproximacidn
etnobotdnica. Se ha reportado
que los pobladores de las dreas
rurales de los departamentos de
Francisco Morazdn y de
Choluteca usan: la corteza de T
bogatensis para el tratamiento de
problemas intestinales, renales y
hepéticos, las hojas o flores de
C. dentata en el tratamiento de
fiebre, enfermedades de via
respiratoria superior y saram-
pidn, y las hojas o el fruto de L.

ocotvalvis como anti-
inflamatorio, antimicético y
antibacteriano.

Cuando las plantas medi-
cinales (7. bogotensis, C dentata,
L. octovalvis) son extraidas con
cloroformo, los anélisis quimicos
muestran presencia de taninos
con actividad tdxica para el
parasito. De las tres plantas
medicinales extraidas con ese
orgéanico, el metabolito téxico

mostré ser mas activo en 7.
bogotensis. Las plantas
medicinales (C. dentata, L.
octovalvis) extraidas con
hexano y éter mostraron poco
efecto inhibitorio sobre los
pardsitos por baja o ausencia
actividad del metabolito téxico.
Mientras que L. octovalvis
extraida con metanol mostré
ansencia del metabolito toxico
y presencia de una estimulador
para la proliferacién del

parasito.

Es interesante notar que
otros autores han descrito que
las extracciones con cloroformo
de la Amazona muestran
ausencia de metabolito téxico
contra malaria, pero cuando son
extraidos con hexano el meta-

bolito tdxico estd presente
(Carvatho, 1991). Estos resulta-
dos contradictorios de los méto-
dos de extraccién en plantas,
puede ser debido a la especie de
planta que se esti estudiando, o
algunas variantes en ¢l método
de extraccion. Es importante
hacer notar que las plantas
descritas en este trabajo fueron
extraidas con cloroformo

K de Actividad

-1
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aislandose los “ products against the
metabolitos téxi- " " ' " tripomastigote from 7rypa-
cos para el parasito b v nosoma cr:zi. Phytotherapy
ero no cuando se T, ,,;@ P Res. 4. 1-4.

lgxtrae:c(m hexano. 5 # M’M&rﬁ% _M ‘ 7.Huang, L. 1984. Drug
Sin  embargo, § k 9/// 0 research based upon the
cuando se extrae > 2o} Gk leads of the Chinese
con metanol, se 3 :/,f;,;' A traditional medicine. 94-
aislan metabolitos ﬁ s e 106.

i 7 8.Mosmann, T. 1983,
estimufadores *© 2’//,?5; osmann,
(probables lecti- ¥ oy éﬁ/"’V Rapid colorimetric assay
nas). ,//,;{; A for cellular growth and
Con estos resulta- aid ',F/;Vﬁ’/". Exractifs survival. Application to
dos se puede con- B { 14 Cowberms proliferation and
cluir: Que el méto- i 5.01 uj 1 ib cytotoxicity assay. Journal
do colorimétrico mg/ml of Inmunological Methods.
es fécil, rapido y 65. 55-63.
barato para implementar en el Brazilian Journal of Medical 9. Slater, T. and e. al. 1963.

laboratorio, que el mejor solven-
te organico para extraer metabo-
litos toxicos de las plantas fue el
cloroformo y la planta de mayor
actividad t6xica para I cruzi fue
T. bogotensis. Es necesario hacer
mas estudios para demostrar su
eficacia como droga antichaga-
sica.
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LEYENDA DE

FIGURAS

LAS

Figura 1. Método colorimétrico
para evaluar viabilidad de
Tripanosoma cruci,

Fig 2. Correlacion entre la sefial
colorimétrica del formazin y el
numero de epimastigotes en 4 hrs
de incubaci6n a 27°C.

Fig.3 Efecto en el % de actividad
del epimastigote en presencia de
drogas inhibitorias de sintesis
proteica y de replicacién celular,
Parasitos crecidos en medio de
LIT con 10% SBF y en fase
logaritmica fueron incubados
con las drogas durante 5 dias a
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27°C. Después se afiadié MTT y
se incubé durante 4 hrs, Ei
formazén producido fue medido
a 570 nm.

Fig. 4. Efecto en el % de
actividad del epimastigote en
presencia del extracto cloro-
férmico de T. bogotensis
Parssitos crecido en medio de
LIT con 10% SBF y en fases
logaritmica fueron incubados
con el extracto durante 5 dias a
27°C. después se afiadié MTT y

se incubé durante 4 hrs. El
formazén producido fue medido
a 570 nm.

Fig. 5. Efecto en el % actividad
del epigmastigote en presencia
del extracto cloroférmico y etero
de C. dentata. Parasitos crecidos
en medio de LIT con 10% SBF y
en fase logaritmica fueron
incubados con el extracto durante
5 dias a 27°C. Después se afiadié
MTT y se incubd durante 4 hrs,
el formazdn producido fue

¥

medido a 570 nm.

Fig. 6. Efecto en el % de
actividad del epimastigote-en
presencia de extracto cloro-
férmico, hexénico y metanélico
de L. octovolovis, Paréasitos
crecidos en medio de LIT con
10% SBF y en fase logaritmica
fueron incubados con el extracto
durante 5 diag a 27°C. Después
se afladi6 MTT y se incubé
durante 4 hrs, el formazén
producido fie medido a 570 nm.

«La ciencia médica ha logrado progresos
admirables. Hemos supserado la medicina
preventiva y los métodos curativos. Casi
todas las enfermedades infecciosas se
combaten eficazmente. Sin embargo, son
incontables las vidas que parecen por falta
de higiene, de médico y de medicinas.»

Alfonso Guillén Zelaya W

cadHemos

construido

de codicia.»

escuslas vy
universidades, acrecentado el personal
que difunde la ensenanza y perfeccionado
los métodos educativos; pero una gran
masa de la poblacién del globo vive en la
ignorancia y es arrastrada a las guerras,
sirviendo a intereses inconfesables, bajo
banderas de fanatismo, de arrogancia y

Alforso Guillén Zelaya %
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