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RESUMEN. 

Se evaluó in vivo la actividad antiprotozoaria del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo 

obtenido del extracto clorofórmico de las hojas de Senna vil/osa Millo H.S. Irwin & Barneby 

Leguminoceae (S. vil/osa) hacia Trypanosoma cruzi (r. cruz/). Las administración oral de las 

dosis 2.1, 8.4, Y 33.6 ¡Jg/g inmediatamente posterior a la ¡nrecdon fueron evaluadas durante 

28 días en ratones BALBte infectados con T. cruzi. Se observó reducción en la parasitemia 

de 70.5, 73.8 Y 80.9% respectivamente. Se observó una importante reducción (82.2 y 

86.25%) en la cantidad de nidos de amastigote en el tejido cardiaco de los animales tratados 

a las dosis mas altas (8.4 y 33.6 ¡Jg/g). Fue imposible determinar la LOso del acetato de (8-

hidroximetilen)-trieicosanilo debido a que ninguno de los animales murió, aun empleando 

dosis de 5000 I-Iglg, Y por consiguiente, no se logró determinar la toxicidad oral aguda in vivo. 

Asimismo, se evaluó la actividad del compuesto 15 días post-inoculación, cuando la 

parasitemia estaba completamente instaurada en el modelo animal. Los animales tratados 

durante 15 días recibieron dosis de 16.8 y 33.6 IJg/g Y se observó una reducción de la 

parasitemia del 77.6 Y 64.1 %; respectivamente, al compararlos con animales infectados y no 

tratados. En los ratones tratados con alopurinol (8.5 IJg/g) solamente se observó una 

inhibición del 29.7%. El número de nidos de amastigotes también fue reducido de manera 

importante en comparación a los grupos controles en las dos dosis evaluadas. Se realizó un 

experimento para evaluar la reversión del efecto del compuesto evaluado, y se determinó 

que la inhibición parasitaria fue reversible cuando se suspende el tratamienlo. Bajo ninguna 

de las condiciones evaluadas se logró erradicar la presencia del agente causal, sin embargo 

es necesario evaluar dosis mas altas (empleando extracto cloroformico de S. villosa debido 

al bajo rendimiento en la obtención del compuesto), periodos de tratamiento mas largos y 

durante la fase crónica de la enfermedad. 
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ABSTRACT. 

The aetivity 01 a (8-hydroxymethylen)-trieicosanyl aeetate eompound obtained Irom 

Senna víllosa (Mil!.) ehlorolorm extraets 01 H.S. Irwin & Bameby (S. vil/osa) against 

Trypanosoma eruzi (T. cruz/) was evaluated in vivo. Oral doses 01 2.1, 8.4, and 33.6 ~g l g 

were tested lor 28 days in BALBle miee inlected with T. cruzi. Redueed parasitemia 

levels 01 70.5, 73.8, and 80.9%, respeetively, were observed. A significant reduetion in 

amastigote nests was detected in the cardiac tissue of treated animals at doses of 8.4 

and 33.6 ~g lg. The LOso 01 (8-hydroxymethylen)-trieicosanyl aeetate was not determined 

because 01 none 01 the animals died, even at oral doses 01 5000 ~g l g ; consequently, the 

acute oral toxicity it was nol detennined beca use the evaluated compound did nol show 

any toxic clínical signo Also, the antiprotozoal activity was evaluated 15 days post

inleetion. Animals were treated during 15 days at doses 01 16.8 and 33.6 ~g lg, showing 

reduced parasitemia levels of 77.6 and 64.1 % respectively in the evaluated doses, in 

comparison with miee lrom positive centrol group (allopurinol 8.5 ~g l g) , with only 29.7% 

of parasitemia reduction. The number of amastigote nests observed in cardiac tissue was 

significantly reduced in treated mice, resulting in 53 and 82 nests in the cardiac tissue 

Irom miee treated at doses 01 16.8 and 33.6 ~g lg respeetively, eompared with untreated 

and allopurinol treated miee (394 and 356 amastigote nests; respectively). The reversion 

01 antiprotozoal effect 01 (8-hydroxymethylen)-trieicesanyl aeetate was determined, 

animals were infected (5x10
4 

trypomastigotes of T. crUZ/) and simultaneously began the 

treatment with the (8-hydroxymethylen)-trieieosanyl aeetate. The treatment was given 

only during 20 days (16.8 and 33.6 ~g lg), and miee were sereened during and after the 

end of adminislration of the compound for one week more. The anti-trypanosomal 

efficiency percentages of the evaluated compound were 66. 1 and 68.9%. Even 8 days 
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afler treatment ending, a reduction 01 58.6 and 56.29 % 01 trypomastigotes was 

observed. The number of amastigote nests was 2.7 minar in mice treated with the highest 

dose evaluatOO (33.6 ~g / g) than untreatOO animals. The (8-hydroxymethylen)-trieicosanyl 

acetate did not show a total elimination of blood stream or cardiac tissue 

trypanosomiasis, however, jt showed an important antiprotozoal activity against T. cruzi. 

Nerveless. Jt is necessary to evaluate the antitrypanosomal efficacy of this compound 

under longer periods of administration, using higher doses (even using the chloroform 

extraet of Senna villosa Mili) and even during the chronic phase of the Chagas disease. 
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l. Introducción. 

La enfermedad de Chagas es un grave problema de salud pública, considerada 

incurable , distribuida en gran parte del continente americano y causada por el 

protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruz/l . Debido a las caracteristicas propias del 

parásito, es capaz de infectar a un gran número de hospederos susceptibles 

incluyendo al hombre y a pesar de que fue descrita desde principios del siglo XX. no 

existe cura farmacológica o inmunológica eficaz para el tratamiento de la 

enfermedad, por lo que ésta es responsable de una importante cantidad de nuevos 

casos/año, pérdidas económicas así como de muertes atribuidas a la enfermedad 

principalmente en América Latina. Los principales fármacos empleados para su 

tratamiento han sido benznidazole y nifurtimox. Ambos compuestos tienen como 

denominador común el que su empleo induzca una actividad antiprotozoaria pero con 

un importante número de efectos adversos en los pacientes tratados (vómito, 

nauseas, cefaleas, entre otros) por lo que existe la necesidad de desarrollar nuevas 

alternativas de tratamiento para las personas infectadas. Esta situación motiva a la 

búsqueda de nuevos agentes con actividad antiprotozoaria originados a partir de 

recursos naturales que han sido empleados durante mucho tiempo en la Medicina 

tradicional. En Yucatán , como en la mayor parte del país, la enfermedad está 

presente, sin embargo también existe una riqueza cultural milenaria que en sus usos 

y costumbres emplea remedios a partir de plantas medicinales. En este trabajo se 

presentan los resultados de la evaluación del compuesto acetato de (8-

hydroximetilen)-tricosanilo aislado de las hojas de Senna villosa, considerado como 
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un recurso natural de la medicina tradicional de la región con actividad 

antiprotozoaria contra T. cruz;. 

11. Marco Teórico. 

2.1 Antecedentes de la Enfermedad de Chagas 

La tripanosomiasis americana, también conocida como la enfermedad de Chagas, 

es una enfermedad infecciosa ocasionada por el protozoario flagelado Trypanosoma 

cruzi (T. CruZ/) en la cual se involucran insectos vectores y reservarías mamíferos, 

incluyendo al humano. Esta enfermedad se encuentra distribuida ampliamente en el 

continente americano, desde el sur de los Estados Unidos de Norte América, hasta 

Argentina . En los 21 paises donde se ha descrito su presencia, se estiman 41,200 

casos nuevos por año, 28 millones de personas en riesgo de contraer la infección, 2 

millones de años vida por inhabilitación laboral y de 12,500 a 20,000 defunciones 

ocasionadas por la enfermedad de Chagas (OMS, 2007). 

También se le atribuye que no menos de 55,585 personas por año 

conformarían el universo de individuos que necesitarían tratamiento etiológico para 

la enfennedad de Chagas. Esta considerada como la enfermedad parasitaria con 

mayor carga económica en América Latina debido a su prolongada cronicidad. En 

general , los programas de control han centrado sus presupuestos y sus estrategias 

hacia la eliminación de los insectos vectores asociados al hábitat humano, y el 

paciente infectado ha sido relegado a un segundo plano. 

Se ha descrito a la tripanosomiasis americana como una zoonosis muy 

compleja , que continúa representando una grave amenaza para la salud de los 
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paises de la región. Aunque la enfermedad ha sido tradicionalmente asociada a la 

pobreza y a las malas condiciones de vivienda , esta se encuentra ampliamente 

difundida tanto en zonas urbanas como rurales, sin embargo su frecuencia continua 

siendo mayor en las áreas rurales de todo el continente latinoamericano (OMS, 

2007). 

2.2 Datos históricos de la Enfermedad de Chagas. 

Esta zoonosis parasitaria existe en el continente americano desde hace más de 

9.000 años, ya que se ha documentado infección chagasica en comunidades 
, 

prehistóricas que habitaban el norte de Chile (Apt et al. , 2006). La tripanosomiasis 

americana, conocida como enfermedad de Chagas fue descrita en Minas Gerais, 

Brasil, en 1909, por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, mientras estudiaba una 

enfennedad hasta el momento desconocida, que estaba ocasionando la muerte en 

trabajadores de la construcción de una via ferroviaria en Lassance, Brasil. El Dr. 

Chagas, observó que un insecto hematófago, se alimentaba de los trabajadores 

durante la noche, y mas adelante descubrió fiagelados en el contenido intestinal de 

los insectos. Describió entonces una gran similitud del protozoario con el agente 

causal de la enfennedad del sueño" en Africa, e investigaciones posteriores, le 

pennitieron determinar el ciclo de vida de Trypanosoma, renombrado después con 

cruzi en honor al mentor de su estudio. 

El investigador publicó en aquel entonces diversos trabajos en portugués, 

destacando el articulo que es considerado como clásico y emblemático "Ueber eine 

neue Trypanosomiasisdes Menschen" (Chagas, 1909). Este trabajo fue de gran 
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calidad e impacto, ya que describió al agente causal, vectores, signos clinicos en 

seres humanos, animales y la existencia de reservorios animales de una nueva 

enfermedad. También en aquel documento refirió la presencia del par.sito (entonces 

conocido como Schizotrypanum cruz,) en el tracto digestivo del vector invertebrado, 

su aislamiento en cultivo agar-sangre y la trasmisión a vertebrados de flagelados a 

partir de triatóminos infectados (Wendel y Brener, 1992). 

Mazza fue también el primero en describir la posibilidad de un contagio de la 

enfennedad de Chagas a través de las transfusiones de sangre (Mazza et al. , 1936). 

Entre las principales aportaciones de este centro de investigación, estuvieron 

los estudios de Evrando Chagas y Eurico Villela, cuando en 1922 enfatizaron la 

acción de T. cruz; sobre las alteraciones en el ritmo cardiaco en el miocardio y la 

cardiopatía chagásica como un signo que puede usarse para determinar la incidencia 

de la enfermedad . El diagnóstico de la enfermedad fue otra de las interrogantes que 

los investigadores de lassance estudiaron. la principal contribución fue la hecha por 

César Guerreiro y Astrogildo Machado, cuando ellos implementaron para el 

diagnóstico de Chagas la prueba de fijación de complemento, desa rrollada en 1906 

originalmente para el diagnóstico de sifilis. 

Otra contribución importante fue la de Emille Brumpt, quien propuso la 

aplicación del xenodiagnóstico para la enfennedad de Chagas. Esta investigadora 

francesa, también contribuyó con establecer que la infección se da a partir de la 

contaminación por heces y no por la via de la inoculación como Chagas supuso, lo 

que fue confirmado posteriormente por Neiva . 
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En México, el primer reporte relacionado con la enfermedad de Chagas data 

de 1928, cuando Hofman describió la presencia de Triatama dimidiata en el pais. A 

finales de la década de los 70's en México fueron creados nuevos centros de 

investigación pare el estudio de enfermedades infecciosas, incluyendo la enfermedad 

de Chagas. 

A principios de la década de los 90's, el interés en la investigación acerca de 

la enfermedad de Chagas se incremento dramáticamente tanto en el número como 

en el tipo de publicaciones realizadas. 

2.3 Agente causal 

El protozoario T. cruzi, es un flagelado del Orden Kinetoplastida y la Familia 

Tripanosomatidae, caracterizado por la presencia de un flagelo y un cinetoplasto 

(estructura especializada que contiene ONA extra nuclear) situado en una sola 

mitocondria. (Wendel et al., 2002). 

El parasito T. 'cruzi es un organismo con un ciclo biológico complejo que 

involucra un hospedero vertebrado y un insecto vector. Posee estadios estructural y 

funcionalmente diferentes, con determinantes antigénicos específicos, siendo sus 

estadios los amastigotes, epimastigotes, tripomastigotes metaciclicos y sanguíneos 

(Palau, 2000). 

2.3.1 Amastigote 

El amastigote es de mortologia esférica y no tiene flagelo libre. El cinetoplasto se ve 

como un cuerpo denso cerca del núcleo (Cevallos y Hernandez, s/a). 
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Es la forma intracelular replicativa del paras ita en el hospedero vertebrado. 

Mide de 2-4 ~m (Carher et al. , 2003). 

Ha sido descrita la entrada de amastigotes extracelulares a células de 

mamífero in vitro (HeLa y Vera) y comparada con la infectividad que pueden tener los 

tripomastigotes metaciclicos. Con esto, se ha confirmado que los mecanismos de 

invasión celular para cada uno de los estadios son distintos. 

2.3.2 Epímastígote 

El epimastigote es la forma replicativa del parasito en el insecto vector y en los 

medios de cultivo. Tiene un flagelo libre que emerge directamente del citoplasma en 

la parte anterior del parasito. Tiene una forma elongada (25 ~m) y extremadamente 

móvil (Carher et al. , 2003; Ferreira et al. , 2008). 

Este estadio es el que coloniza eficientemente el tracto digestivo del insecto 

vector. La migración de los parasitos a la parte distal o terminal del tracto digestivo 

del insecto resulta en la diferenciación a tripomastigotes metacíclicos, los cuales 

tienen capacidad de infectar hospederos mamíferos. 

Los epimastigotes de T. cruzi, al igual que los promastigotes de Leishmania 

presentan una superficie particularmente rica en carbohidratos en función al 

ambiente en el que se encuentran. Esto podría tener una función protectora contra 

las condiciones adversas del tracto digestivo de los insectos vectores. (Lederkremer 

et al. , 2001). 
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2.3.3 Tripomastigote 

El tripomastigote es la forma flagelada del parásito que se encuentra en la sangre del 

hospedero mamifero (tripomastigote sanguineo) yen la parte terminal de los tractos 

digestivos y urinarios de los vectores (tripomastigote metacíclico) siendo más 

infeclivos los tripomastigotes metaciclicos que los sanguíneos. El tripomastigote no 

se divide. y su flagelo se origina del citosoma (cuerpo basal) adyacente al 

cinetoplasto. El flagelo va a lo largo del parásito, adherido en algunos puntos al 

cuerpo del parásito. El flagelo libre confiere motilidad considerable al tripomastigote 

(Carlier et al. , 2003). 

Los tripomastigotes metacíclicos originados en el recto del insecto redúvido y 

los cuales tienen capacidad de invadir las células de un hospedero vertebrado 

cuando son eliminados a través de las heces del insecto y penetran la piel lacerada, 

son capaces de sobrevivir más de dos horas en el medio ácido (pH 4.5-5.5) de la 

vacuola fagocitica antes de dirigirse al citosol, ya en forma de amastigote (Gil et al. , 

2003). 

Una densa cubierta de glicoproteinas tipo mucinas cubre la super/cie de T. 

croz; y juega un rol crucial en la infectividad e inmunomodulación del hospedero 

(Buscaglia et al. , 2004). Dichas glicoproteinas tipo mucinas, tienen analogia con las 

mucinas de los mamlferos y son altamente inmunogénicas (Andrews et aL , 1997; 

Schenkman et al. . 1991). 
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2.3.4 Características de las poblaciones de Trypanosoma cruz; 

La población de T. cruz; no es homogénea , se encuentra compuesta de varias cepas. 

Aunque es un organismo diploide en el cual algunos intercambios genéticos pueden 

ocurrir ocasionalmente, la diversidad genética de T. cruz; resulta principalmente de la 

evolución de clonas independientes permaneciendo estables a lo largo del tiempo y 

el espacio, como sucede con las bacterias (Macedo et al. , 2005) 

En un consenso cientifico para agrupar a la mayor parte de las clonas de T. 

cruzi, estas se dividieron en dos grandes grupos llamados T. cruzi I y T. cruzi 11. La 

distancia genética entre ambos grupos es lo suficientemente considerable para 

considerar a cada grupo como diferentes subespecies. Aunque ambos grupos 

pueden causar enfermedad en humanos, T. cruzi 11 (eL) se asocia frecuentemente 

con el ciclo doméstico de la infección y T. cruzi I (G) se ha asociado más al ciclo 

selvático. 

Pacientes de áreas endémicas, pueden haber sido infectados por múltiples 

contactos con diferentes triatominos y asimismo, pudieron alimentar o infectar 

diferentes individuos.' Esta "promiscuidad" propicia la formación de poblaciones 

multiclonales en hospederos y vectores, permitiendo su aislamiento cuando estas 

crecen en un medio de cultivo. De hecho, muchos estudios moleculares basados en 

esquizodemos, identificación de DNA y microsatélites han descrito que muchas 

cepas de T. cruz; son multiclonales. Más aun, estudios en polimorfismos 

intraespecíficos han demostrado que las cepas de T. cruz; presentan un 

comportamiento muy distinto al esperado por la ley del equilibrio de poblaciones de 
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Hardy-Weinberg y un fuerte desequilibrio en el linaje-la herencia (la asociación no 

aleatoria de diferentes pero ligados genes). sugiriendo que la reproducción sexual es 

rara o ausente y que la estructura de la población es clona!. 

En una cepa particular, cada clona representa un linaje que se reproduce por 

división binaria y permanece inalterada por un gran número de generaciones hasta 

que las mutaciones ocurren . Entonces, las cepas de T. cruzi representan a un 

cúmulo de clonas quS pueden establecerse por relaciones simbióticas pero también 

compiten ferozmente por fuentes disponibles. 

Los patrones o interacciones con el cumulo de clonas pueden cambiar 

drásticamente en diferentes ambientes. A través del análisis de RAPD (por sus siglas 

en inglés Randomly amplified polymorphic DNA) y microsatélites, se ha demostrado 

que cepas aisladas de vectores o mamiferos selváticos infectados pueden ser 

genéticamente más complejos que aquellos obtenidos de pacientes durante la fase 

aguda de la enfermeqad de Chagas; sin embargo, esas cepas son más complejas 

que las obtenidas de pacientes con enfermedad crónica (Oliveira et al. , 1999; Oliveira 

et al., 1998). Además, considerando el polimorfismo biológico, diferentes clonas de 

una cepa pueden presentar tropismo hacia diferentes tejidos, y entonces un 

importante factor determinante del curso c1íníco de la enfermedad podría ser la 

"constelación" especifica de clonas ¡nfectantes en el cúmulo de ellas y sus tropismos 

específicos. 
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Este escenario constituye a lo que se le ha denominado como el modelo clonal 

histotrópico de la enfermedad de Chagas (Macedo et al. , 2002). (Figura 1). Este 

modelo, describe como cepas de T: cruzi llegan a ser multiclonales y como esto 

puede afectar la patogénesis de la enfermedad. a) La estructura de la población es 

clona!. b) las clonas se dividen por fisión binaria y c) son estables, involucradas solo 

por mutaciones. Aunque existe probabilidad de una recombinación, no ha sido 

totalmente demostrado y es probablemente raro. d) Humanos en areas endémicas 

pueden infectarse por varios triatominos por múltiples contactos, y pueden infectar 

también a diferentes vectores. e) Esta promiscuidad , propicia la formación de 

poblaciones multiclonales en hospederos y vectores. Algunas asociaciones son 

ventajosas selectivamente, formando cepas estables. El número de posibles cepas 

es muy grande. Las clonas tienen diferentes propiedades incluyendo variedad en el 

tropismo hacia los tejidos humanos. f) Los antecedentes del hospedero son también 

importantes para determinarla susceptibilidad a la infección por T. cruzi y el 

desarrollo de la enfermedad de Chagas. g) Por lo que, cuando los humanos se 

infectan, el repertorio clonal de la cepa infectante podra determinar que tejidos 

podrán ser afectados. 
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Figura. 1. Modelo histotrópico clonal de la enfermedad de Chagas. (Macado el al. , 2005). 
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2.4 Epidemiologia 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2007 , estimó que la enfermedad 

de Chagas afectaba a unos 15 millones de personas. Unos 28 millones de personas 

estarían en riesgo de contraer la enfermedad y cada año morirían 12,500 personas. 

Actualmente, la enfermedad de Chagas continua siendo un gran problema de 

salud en 21 paises de América Latina, a pesar de la eficacia de medidas preventivas 

e higiénicas, tales como el eliminar los insectos transmisores, lo cual ha reducido a 

cero la aparición de nuevas infecciones en al menos dos paises en la región 

(Uruguay y Chile). Con el incremento en la migración de poblaciones, la posibilidad 

de transmisión por transfu sión sanguínea debe considerarse sustancial en los 

Estados Unidos. 

Sin embargo, es importante también tener en cuenta , que los movimientos 

migratorios de las zonas rurales a las zonas urbanas han cambiado las 

caracteristicas epidemiológicas de la enfermedad de Chagas . Se estima que 

alrededor de 70% de la población latinoamericana vive actualmente en áreas 

urbanas, cuando las cifras en los años 30 mostraban que el 70% habitaba en las 

areas rurales. La infección que habia sido primordialmente rural , actualmente es 

urbana y transmisible principalmente por transfusión sanguinea (Kirchoff et al. , 

2006). En los últimos decenios, el número de donantes con serología positiva ha sido 

muy elevado en los países endémicos. Actualmente, en la mayoría de los paises de 

América Latina se ha establecido por ley la obligatoriedad de que los bancos de 

sangre dispongan de sistemas de detección para prevenir la transmisión de T. cruz; 



por medio de las transfusiones; sin embargo, varios paises aún no decretan la 

obl igatoriedad para el diagnóstico y el tamizaje a nivel nacional (OMS, 2007). 

La migración de personas infectadas por T. cruzi plantea un problema de 

salud pública, incluso, en paises en donde no existe transmisión vectorial del 

parásito, como Canadá , Estados Unidos y España, en donde han comunicado casos 

de transmisión de T. cruzi por productos sanguíneos. 

El riesgo de transmisión del parásito por una transfusión de sangre es baja 

(Kirchhoff et al. , 2006) , sin embargo debe tenerse en cuenta que el riesgo existe por 

lo que deben implementerse medidas en los bancos de sangre (Apt et al. , 2008) y de 

igual manera , se han reportado en los últimos años varios casos de trasplantes de 

órganos (corazones) asociados a la enfermedad de Chagas en los Estados Unidos 

(Kun et al. , 2009). 

2.4.1 Prevalencia y tendencia de la enfermedad en México 

La presencia de la enfermedad de Chagas en México se ha ido incrementando 

sustancialmente, no únicamente por la falta de control y prevención de la enfermedad 

en el país, sino también porque se ha incrementado el número de reportes en todas 

las entidades federativas en donde se han hecho reportes de la misma así como 

estudios formales en la mayoria de los estados de la República Mexicana. 
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Figura. 2. Numero de casos e incidencia de la enfermedad de Chagas en México de 1986- 2006. 

Hasta 2006, se reportó L1na prevalencia del 3.6 % en México (Figura 2), 

siendo los estados de la República Mexicana con mayor número de casos durante 

2006: Veracruz, Morelos, Oaxaca, y Quintana Roo, mientras que Aguascalientes, 

Baja California, Coahuila, Colima, Chihuahua, Hidalgo, Sonora, Tamaulipas y 

Zacatecas no presentaron casos durante ese año (Figura 3) (Kuri y Hernandez, 

2008). En Yucatan, se ha descrito una prevalencia de 15.6% en la población en 

general y un 5.6% en donantes de sangre (Rodriguez, et al. , 1995). 
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Figura. 3. Incidencia de casos de enfermedad Chagas por entidad Federativa en la República 
Mexicana durante 2006. 
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Se ha observado que la incidencia de la enfermedad es constante, durante 

los últimos 20 años, no teniendo predilección por alguna época del año en especial, 

pero se observa la mayor incidencia durante el mes de agosto a diferencia de los 

meses de enero y febrero en donde se observa un menor número de casos (Figura 

4) (Kuri y Hernandez, 2008) . 
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Figura. 4. Enfermedad Chagas en la Republica Mexicana. Incidencia de casos por mes, 
acumulado de 1986-2006. 

La enfermedad de Chagas se presenta en todos los grupos de edad, 

registrándose la mayor cantidad de casos en los individuos que tienen 60 años y 

más, quienes probablemente sean enfermos en fase crónica pero que han sido 

registrados como casos nuevos en el sistema de información (Kuri y Hernández, 

2008). 
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2.4.2 Vectores 

En México, se han colectado ejemplares de 30 especies de triatóminos 

(comprendidas en 7 géneros) de vectores en todos los estados de la República 

Mexicana que potencialmente podrían transmitir la enfermedad de Chagas. De estas 

especies al menos en 21 se ha identificado la infección por T. cruz;, las especies que 

resaltan por su capacidad vectorial son: Tn·aloma barberi, Triatoma dimidiata, 

Triatoma gerstaeckeri, y las especies del complejo taxonómico "Phyllosoma": T. 

fongipennis, T. mazzottii, T. mexicana, T. paffidipennis, T. phyllosoma y T. picturata 

(Figura 5). En Yucatán, la única especie que está involucrada con la transmisión de 

la enfermedad es Triatoma dimidiata (figu ra 5) (Guzmán et al , 1991). 
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Figura 5. Distribución en la República Mexicana de las 9 especies de triatóminos de 
importancia médica 
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2.4.3 Reservorios 

Debido a la complejidad de la cadena de transmisión de la enfermedad de Chagas, 

interviene un gran número de reservarios vertebrados que han contribuido a dificultar 

la erradicación de esta enfermedad. El parásito se presenta en una gran variedad de 

cepas e infecta a alrededor de 150 especies comprendidas en 24 familias de 

animales domésticos y silvestres. (OMS, 2007). 

En México, la gran diversidad de fauna , tanto silvestre como de animales 

domésticos, han favorecido la distribución y transmisión de la enfermedad en todos 

los estados y escenarios del país, tanto rurales como urbanos. 

En el estado de Yucatán , los principales reservarios reportados son: ratón de campo 

(Peromyscus yucalanensis y Peromyscus leucopus) , gato (Felis calus), perro (Canis 

familiaris) , tlacuache (Didelphis virginiana y marsupialis) , rata (Ratlus ratlus) y ratón 

doméstico (Mus musculus) (CHAGMEX, 2005). 

2,5 Ciclo de vida 

Los parásitos se multiplican como epimastigotes en el tracto digestivo del insecto 

vector. Después de transformarse en tripomastigotes metacíclicos, los parásitos son 

depositados con las deyecciones del insecto e infectan células del hospedero 

mamífero en superficies mucosas, como conjuntiva o laceraciones de la piel (como la 

ocasionada por la probóscide del insecto al momento de alimentarse). Una vez en las 

células del hospedero, los parásitos se transforman en amastigotes, y después de 

múltiples ciclos de replicación , se transforman nuevamente en tripomastigotes, esta 

28 



vez sanguíneos, los cuales son morfológicamente similares a los tripomastigotes 

metaciclicos presentes en las heces del vector. La célula infectada se lisa, liberando 

a los parásitos contenidos, los cuales infectarán células adyacentes o podrán 

desplazarse hacia otros tejidos o sistemas a través de la circulación sanguínea. El 

ciclo se completa cuando los tripomastigotes sanguíneos son ingeridos por un 

insecto vector no·infectado y se transforman diferenciándose a formas infectantes en 

el tracto digestivo del insecto (Figura 6) (Tanowitz et al. , 1992). 
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Figura 6. Ciclo de vida de Trypanosoma cruz;. 
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2.6 Patogenia 
2.6.1 Fase aguda 

Durante esta primera etapa de la enfermedad , es posible identificar en el sitio de 

entrada del parásito, una lesión inflamatoria conocida como chagoma de inoculación. 

El proceso inflamatorio comienza a extenderse regionalmente y la linfadenopatía 

local puede ser evidente. Ciclos asincrónicos de replicación parasitaria , destrucción 

celular y re infección ocurren con las células del sistema retículo-endotelial. 

La mayoría de las personas con tripanosomiasis americana durante la fase 

aguda, manifestarán únicamente signos clínicos leves. Una gran parte de los 

pacientes que se encuentran en fase aguda no se percatarán de estarla cursando, un 

95% de los casos son asintomáticos (Texeira et al. , 2007) Sin embargo, algunos 

adultos y con menos frecuencia niños, podrán desarrollar síntomas severos 

después de un periodo de incubación de 7 a 14 días. 

Esos síntomas incluyen un edema e inflamación periorbital, unilateral (también 

conocido como signo de Rom8fla) y conjuntivitis. Podrían observarse algunas otras 

manifestaciones más ¡nespecificas, incluyendo fiebre, linfadenopatia, 

hepatoesplenomegalia , náusea, vómito, diarrea , "rash", anorexia , lasitud e irritación 

meníngea. Muy pocos pacientes con enfermedad aguda desarrollarán una 

miocarditis severa . Podrían evidenciarse focos de necrosIs miocitoliticos, 

degeneración acompañada por células inflamatorias y parasitismo de las miofibras. 

Una mezcla de exudado con leucocitos y polimorfonucleares, así como pseudo-

quistes conteniendo amastigotes pueden observarse entre las fibras degeneradas. 
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En modelos animales murinos, la presencia de eosinófi los ha sido también 

demostrada, pero su relevancia en la enfermedad en humanos no es bien conocida. 

En personas durante la fase aguda de la infección, se observa un incremento de 

tamaño del corazón por dilatación, con flacidez y congestión. Los nódulos linfáticos 

que se encuentran en el sitio en donde emerge la aorta y la arteria pulmonar se 

observan engrosados. En la superficie del epicardio, los vasos linfáticos y coronarios 

se encuentran dilatados . 

Esos hallazgos de engrosamiento predecirán la presencia de intensa 

infiltración en el corazón (Texeira el aL , 2007) . La miocarditis podrá ser clínicamente 

evidente e incluir taquicardia , falla cardiaca congestiva y cardiomegalia . En algunos 

pacientes, el electrocardiograma (ECG) puede revelar una prolongación del intervalo 

P-R, cambios inespecificos en la onda T aparición de arritmias, bloqueo cardiaco y 

bajo voltaje. La falla congestiva cardiaca progresiva durante la fase aguda de la 

enfermedad de Chagas, es un indicador de una muy mala prognosis para el 

paciente. La presencia o severidad de una miocarditis aguda podría no estar 

relacionada necesariamente al desarrollo de una cardiomiopatia chagásica crónica , 

sin embargo esto no ha sido estudiado prospectivamente. 

Durante esta fase los tripomastigotes sanguíneos se encuentran en la sangre 

periférica y también en el fluido cerebroespinal de pacientes con infección aguda. 

Otras de las anormalidades reportadas durante esta fase de la infección son: anemia, 

trombocitopenia, leucocitosis con predominante presencia de linfocitos, función 

hepática anormal y elevación de los niveles de enzimas cardiacas. 
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Un muy bajo porcentaje de individuos con enfermedad en fase aguda moriran 

por complicaciones asociadas con miocarditis aguda o meningo-encefalitis. También 

se ha descrito que puede presentarse en menor proporción una bronconeumonía. 

Sin embargo, es dificil conocer números precisos. Texeira et al (2007) considera que 

aproximadamente <5% de los pacientes mori rá durante este periodo, por lo que la 

tasa de letalidad debera ubicarse entre 1 :25000 y 1 :5000. 

Los pacientes que pasan por la fase aguda de la enfermedad , se recuperan 

completamente de 3 a 4 meses y la gran mayoría no demuestra signos aparentes de 

enfermedad alguna. En aquellos pacientes que fa llecen durante la fase aguda de la 

enfermedad. la presencia de amastigotes es facilmente demostrable en células 

cardiacas, esqueléticas así como células gliales. 

2.6.2 Fase indeterminada 

Durante la fase indeterminada de las infecciones crónicas ocasionadas por T. cruzi, 

los pacientes no demuestran manifestaciones clinicas relacionadas con lesiones 

cardiacas o digestivas (Macedo. 1999). Estudios realizados a personas que estaban 

durante esta fase de la enfermedad y fallecieron por accidentes fatales no 

presentaron lesiones cardíacas, mega esófago o mega colon. Sin embargo, la fase 

indeterminada de la infección fue establecida por la demostración directa del 

contacto con el agente, ya que pueden identificarse anticuerpos especí ficos tanto del 

tipo IgM Y posteriormente IgG, como marcadores genotípicos de infección críptica . 

En biopsias de alrededor de 20 pacientes se observaron únicamente lesiones 

inflamatorias muy bajas y discretas en el tejido cardiaco (Mady. et al. . 1982). 



2.6.3 Fase crónica 

Los casos agudos de la infección por T. cruz; con la presencia o no de signología 

clínica, da paso al estado crónico de la enfermedad, el cua l puede presentarse en 

individuos de cualquier grupo etario. Texeira et al, (2006) menciona que una tercera 

parte de la población de personas infectadas con T. cruz; desarrollará 

manifestaciones clinicas de la enfermedad durante la fase crónica. Los síntomas de 

la enfermedad de Chagas durante esta fase , afecta al corazón en un 94% de los 

casos, yesos pacientes son considerados con cardiopatía chagásicade tener la 

enfermedad cardiaca de Chagas crónica. 

Es frecuente observar insuficiencia cardiaca, y se asocia como causa de 

muerte en un 58% de los pacientes , mientras que las arritmias cardiacas han sido 

mayormente asociadas con muertes inesperadas en un 36 .5%. 

El restante 4.5% de los pacientes, con enfermedad de Chagas durante la fase 

crÓnica, desarrollan mega síndromes, un estado patológico que involucra a el 

esófago (desarrollándose mega esófago y mega colon respectivamente). Las 

diversas afecciones observadas durante la fase crónica afectan por igual tanto a 

hombres como a mujeres, y se presenta con más frecuencia entre los 30 y 45 años 

de edad. 

Es importante mencionar que los pacientes que demuestran signos de 

insuficiencia cardiaca, frecuentemente fa llecen entre 7 meses a dos años después de 

haberse iniciado estos signos. En los pacientes con enfermedad de Chagas que 

presentan manifestaciones cardiacas o gastrointestinales, también se pueden 
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esperar amplias lesiones que involucran a los sistemas nerviosos periféricos 

simpático y parasimpático. Estas lesiones nerviosas en pacientes chagásicos 

explican especi fica mente la fisiopatolog;a que se observa en el corazón y en los 

sindromes "megas" descritos en los pacientes en fase crónica. 

Además se han reportado arritmias durante la fase crónica de la enfermedad , 

as; como falla cardiaca congestiva , los eventos trombo-embólicos (Oliveira et aL , 

1983). Otros aspectos patológicos de la cardiopatia ha sido la descripción de 

arteriosclerosis, arteriolitis necrosante (Okumura et al. , 1960; Okumura et al. , 1962; 

Oliveira et aL , 1985) , mio necrosis, miocitolisis, y contractura de bandas musculares 

por necrosis. Se pueden observar áreas focales y difusas de hipertrofia en células 

cardiacas o esqueléticas, con o sin presencia de infiltrado inflamatorio. 

2.7 Diagnóstico 

La Organización Panamericana de la Salud (OPS) recomienda que se utilice más de 

un procedimiento serológico para reducir un posible error en el diagnóstico de la 

enfermedad de Chagas. La confirmación de la tripanosomiasis americana por 

diagnóstico serológico se establece cuando hay al menos dos pruebas serológicas 

positivas (Otani et al. , 2009). La Organización Mundial de la Salud (WHO por sus 

siglas en ingles de World Health Organization) ha evaluado 18 pruebas de tamizaje 

entre las que se incluyen 11 pruebas de ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELlSA por sus siglas en ingles de "Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay") 

y 7 pruebas de aglutinación. Se consideran como pruebas confirmatorias el Western 

Blot (WB), la inmunofiuorescencia indirecta (IFI), y la radio inmunoprecipitación 
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(RIPA por sus siglas en ingles de radioimmunoprecipitation assay) (WHO, 2006; 

Ottani et al. , 2009) . 

La observación microscópica directa microscópica de sangre anti-coagulada 

es una manera sencilla de observar e l parásito en movimiento. También pueden ser 

observados en la gota gruesa o el extendido fino coloreado con Giemsa (Gonzalez

Kappa , 1996), sin embargo estos procedimientos son poco sensibles. 

Cuando no se detecta al parásito después de varios exámenes, puede 

inocularse un ratón o medio de cultivo específico para T. cruzi (Rodríguez el aL , 

2004). Otra alternativa es el xenodiagnóstico que consiste en la alimentación de 

vectores no infectados con sangre del paciente y posterior evaluación semanal de 

sus heces durante 30 días siguientes. El xenodiagnóstico es positivo en casi todos 

los casos agudos y casi la mitad de los casos crónicos , es un método indirecto que 

requiere un periodo de tiempo largo para obtener el resultado, y al igual que el 

hemocultivo, tiene una sensibilidad del 20 al 60 % (Britto, 2009) y una especificidad 

del 70%. De igual forma, las pruebas serológicas tienen una utilidad limitada en los 

casos agudos (Acha y Szyfres, 1986), ya que es una fase temprana donde todavía 

no se encuentra establecida la respuesta inmune. 

Por e l contrario , el diagnóstico de la fases indeterminada y crónica de la 

enfermedad de Chagas se realiza principalmente mediante la detección de 

anticuerpos específicos hacia T. cruz;. Existe una gran variedad de métodos 

disponibles: fijación de complemento, Inmunofluorescencia Ind irecta (IFI) y el ELl SA, 

que utilizan usualmente antígenos semi-purificados de epimastigotes o proteínas 

recombinantes (Apt et al. , 2008b) 
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Un problema persistente con estas pruebas es la ocurrencia de falsos 

positivos, especialmente en pacientes con otras infecciones parasitarias causadas 

por agentes que pertenecen a la misma familia que T. cruzi, por lo tanto se observan 

reacciones cruzadas. Por tal motivo, se recomienda que todo caso positivo debe ser 

confirmado con al menos una segunda prueba y que en todas las pruebas siempre 

se incluyan controles pOSitivos y negativos conocidos (Figura 7) (Araujo, 1986; Acha 

y Szyfres, 1986) . 

En la mayoria de los estudios en los que se reporta la presencia de 

anticuerpos hacia T. cruz; se utilizan hasta tres métodos diagnósticos, en los cuales 

se consideran positivos cuando hay una reacción de reconocimiento de anticuerpos 

en al menos dos de las pruebas empleadas (Figura 7) (Lauricella et al" 1998; 

Machado et al. , 2001; Salomone et al. , 2003). 

La prueba serológica de IFI es considerada como prueba de oro confirmatoria 

por tener buena sensibilidad y especificidad. Este método consiste en la detección de 

anticuerpos especificas hacia T. cruz;, mediante el empleo de epimastigotes de 

cultivo axénico con el cual reaccionan los anticuerpos del suero problema y son 

detectados por un segundo anti-anticuerpo marcado con un fluorocromo, que al 

visualizarlos en un microscopio de epifluorescencia (con UV) nos permite identificar 

las reacciones positivas (Rodriguez et al. , 2004) 

Otra prueba importante considerada como confi rmatoria es el Western blot 

(WB) (Towbin et al. , 1979) la cual se basa en la separación de las proteinas totales 

del parásito en geles de acrilamida que posteriormente son transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa, ésta se hace reaccionar con los sueros problemas, si 
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existe la presencia de anticuerpos especí ficos hacia T. cruz; estos reconocen los 

antígenos inmovilizados en la membrana , los cuales son visualizados con 

anticuerpos especie-específicos marcados (Towbin et al. , 1979; Vissoci-Reiche et al. , 

1998). Se ha descrito que esta prueba tiene una especificidad del 100% Y 

sensibilidad del 86.6 % (Vissoci-Reiche et al. , 1998) y se recomienda la utilización de 

antigenos recombinantes para aumentar la especificidad de la prueba y disminuir las 

reacciones cruzadas que presentan parásitos que pertenecen a la misma familia que 

T. cruzi (Ramos ligonio et al. , 2006) . La Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) ha sido uti lizada para 

detectar parásitos en sangre de pacientes en la fase crónica de la enfermedad, por la 

baja cantidad de parásitos circulantes que presenta esta fase, también en la fase 

aguda se ha demostrado que es útil para identificar la presencia del parásito de 

manera temprana el cual es muchas veces más rápido, sensible y específico que el 

xenodiagnóstico y el (Russomando et al. , 1998; Antas et al. , 1999; Gomes et al. , 

1999; Gurgel-Goncalves et al. , 2004), hemocultivo (Gomes et al. , 1999; Chiari et al. , 

1999; Kirchhoff et al. , 1996) . 
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Fig. 7. Lineamientos para la evaluación serológica preestablecidos para el diagnóstico de la 
enfermedad de Chagas. 
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2.8 Tratamiento. 

Los fármacos disponibles para el tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas 

desde 1960 hasta principios de la década de 1970, fueron dos medicamentos nitro 

heterocíclicos: 1) el nitrofurano nifurtimox [3·metyl-4 

(nitrofurfurilideneamino)tetrahydro-4H-1 ,4-thiozine-1, 1·dioxideJ y 2) el nitroimidazol, 

beznidazol [N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida], siendo utilizados principalmente 

para el tratamiento de la fase aguda de la enfermedad. Se ha descrito que, 

independientemente del mecanismo de infección, el paciente debe ser tratado, y 

aproximadamente el 60% de ellos pueden presentar una respuesta adecuada para el 

tratamiento de esta fase (Rodriguez-Coura y de Castro, 2002; Urbina y Docampo, 

2003). 

Una de las principales razones que originan controversia en el tratamiento de 

la enfermedad de Chagas , radica en el tiempo en que se instaura el tratamiento en 

relación a cuando ocurrió la infección. Sin embargo, el tratamiento con estos 

fármacos en pacientes que se encuentren en la fase crónica adquirida de manera 

reciente « 1 O años), ofrece una mejor prognosis que aquellos pacientes a quienes 

se les da tratamiento durante la fase crónica de manera tardía , o a una edad 

avanzada (> 50 años) (Castro, 2000; Urbina y Docampo, 2003). 

El mejor efecto de los fármacos nífurtimox y beznidazol, es sobre las formas 

extracelulares de T. cruz; presentes en la fase aguda , en contraste , no tiene efecto 

en las formas intracelulares, las cuales se encuentran presentes durante la 

enfermedad crónica . 
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Hoy en día, se conoce que actúan por la vía de la generación de radicales 

libres, a lo cual los parásitos tripanosomatídeos son particularmente sensibles por su 

limitada capacidad de detoxificación (Urbina, 1999). 

Un hecho importante en el tratamiento con estos dos fármacos 

nitroheterociclicos, es que la eficiencia de la quimioterapia varía en los pacientes que 

vienen de diferentes áreas geográficas. Este comportamiento se debe 

probablemente a que la infección puede ser con diferentes cepas de T. cruz;' las 

cuales tienen diferente susceptibilidad a estos fármacos (Guedes et al. , 2006). 

También se ha descrito que existe variabilidad geográfica en la eficacia del 

tratamiento (con benznidazol y nifurtimox) de la infección aguda y crónica en 

modelos animales (Veloso et al. , 2001; Camandaroba et al. , 2003) . 

Una de las mayores limitaciones de los nitrofuranos y nitroimidazoles es su 

delimitada eficacia en pacientes en la fase crónica , que es la presentación clínica 

mas frecuente en Latinoamérica . 

Otra importante limitación para el uso de estos fármacos, son los efectos 

colaterales, que incluyen anorexia, vómitos, polineuropatía periférica y dermopatías 

alérgica. Particularmente el benznidazol. también ocasiona efectos tóxicos que 

difieren en intensidad y tipo. Una de las principales afecciones, está dirigida hacia las 

reacciones térmicas como hipersensibilidad , dermatitis con erupciones cutáneas, 

edema generalizado, fiebre , linfoadenopatia así como dolor articular y muscular. Los 

efectos tóxicos más severos del benznidazol son depresión de la medula, 

trombocitopenia y agranulocitosis. También se ha reportado pol ineuropatia , paresia y 

polineuritis de nervios periféricos. 
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Debido a que el benznidazol es mejor tolerado, este farmaco es considerado 

por muchos clin icos como de primera elección para el tratamiento de los pacientes 

diagnosticados con tripanosomiasis americana (Bern et aL , 2007) sin embargo la 

tolerancia hacia el nifurtimox es muy variable. Esta aprobada para ser utilizada en los 

Estados Unidos de Norteamérica. pero únicamente puede emplearse en protocolos 

bajo supervisión de la CDC (Centers for Disease Control and preventions por sus 

siglas en ingles) . Los adultos deben ser tratados con una dosis de 5-7 mg/Kg por 

dia, en dos dosis divididas, durante 60 dias. Para el caso del nifurtimox, se indica la 

dosis de 8-10 mg/Kg por dia , dividido en 3 dosis, durante 90 dias. 

Las indicaciones para la terapia antitripanosomal son variables dependiendo 

de la fase y forma de la enfermedad , asi como de la edad del paciente, para 

determinar en que parte de la escala descrita por la Sociedad Americana de 

Enfermedades Infecciosas se encuentra (Gross et al. , 1994) y determinar cual seria 

la quimioterapia mas indicada. 

La terapia farmacológica es recomendada en todos los casos en fase aguda e 

infección congénita, infección reactivada y en paCientes infectados menores de 18 

años que se encuentren en la fase crónica de la enfermedad. (Wegner et aL , 1972: 

Freilij et al. , 1995; Sosa Estani et al. , 1998; Estani et al. , 1999) 

Para el caso de los adultos que se encuentran entre 19 a 50 años y que no 

presenten cardiomiopatia chagasica avanzada , el tratamiento antiprotozoario 

generalmente deberá ser ofrecido al paciente (Estani y Segura, 1999; WHO, 2002; 
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Rassi y Luquetti , 2003; Viotti et al. , 2006). En el caso de pacientes mayores de 50 

años, el riesgo por intoxicación farmacológica puede ser mayor que cuando se traten 

a pacientes más jóvenes y el tratamiento es considerado opcional. 

2.8 .1 Avances en el des8trollo de nuevos tratamientos etiológicos específicos de la 

enfermedad de Chagas. 

a) Inhibidores de la biosíntesis del ergosterol. El T. cruz; tiene un requerimiento 

esencial de esteroles endógenos específicos y no puede usar el colesterol presente 

en abundancia en sus hospederos vertebrados, por lo que es muy susceptible 

intrinsicamente a la acción de inhibidores de la biosintesis del ergosterol (IBE) Los 

IBE disponibles comercialmente (ketoconazol , itraconazol , o terbinafina ) no son 

capaces de erradicar al parásito de pacientes infectados. Por otra parte, el 

posaconazol (Shering Plough) tiene actividad antiprotozoaria por via 

oral en mamíferos, y se menciona que podría ser útil para el tratamiento de 

infecciones por cepas resistentes a nitrofuranos y nitroimidazoles. 

b) Inhibidores de cisteína proteasas (cruzipaina). La enzima cruzipaina es una 

císteina proteinasa familia de la papaina C1 (Rodriguez-Coura y de Castro, 2002), la 

cual es responsable de la mayor parte de actividad proteolitica durante los diferentes 

estadios de T. cruzi, por ello, se ha buscado desarrollar inhibidores de dicha enzima 

con la final idad de evitar la proliferación de formas flageladas y no flageladas 

Más adelante, Du et al. , (2002) describieron nuevos inhibidores como el 

tiocarbazon, y demostró su actividad tanto bajo condiciones in vi/ro como in vivo. 
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Hasta el momento, el empleo de compuestos específicos para la inhibición de 

cisteína proteasa es limitado, ya que ha demostrado una baja actividad 

antiprotozoaria cuando es administrado por vía oral. Estos autores también 

identificaron diversos inhibidores de la cruzipaína sintéticos que demostraron 

actividad contra T. cruzi in vitra , y sugieren que esas moléculas son prometedoras 

como la base para el diseño de nuevos fármacos. 

e) Inhibidores del metabolismo del tripanotión . El tripanotión y la tripanotión 

reductasa (TR), cumplen en organismos del orden Kinetoplastida, funciones 

equivalentes a las del glutatión y la glutatión reductasa de mamiferos en el 

mantenimiento de nivel de óxido-reducción celular. Por lo que, la TR, ha sido descrita 

como una enzima exclusiva de los tripanosomas que tiene entonces una función de 

participar en mecanismos de protección celular contra radicales libres y reacción ante 

el oxigeno (Chan et al. , 1998) . Es por ello, que la inhibición de la TR se convierte en 

un blanco atractivo para buscar alterativas quimioterapéuticas para la enfermedad 

de Chagas. La inactiva ció n o reducción de la expresión del gen de la TR en 

Leishmania donovani y Leishmania majar, reduce la habilidad de estos 

microorganismos para sobrevivir al estrés oxidativo . Algunos estudios han descrito a 

nuevos compuestos con actividad inhibitoria de la TR , así como, la descripción de 

que algunas moléculas de las fenotiacinas actúan contra T. cruzi y Leishmania sp. 

(Doyle y Weinbach ,1989; Evans y Crof! , 1994). 
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d) Inhibidores de la captación y metabolismo de purinas 

T. cruzi, como muchos otros parásitos protozoarios, no puede sintetizar bases 

purinicas de precursores basicos como: aminoácidos, ribosa 5-fosfato , C02, y NH3 

(Rodriguez-Coura y de Castro. 2002). De hecho, se conoce que existen vias "de 

rescate ~ en donde reciclan bases libres y nucleótidos liberados por la degradación de 

ácidos nucleicos u obtenidos a partir del medio ambiente extra-celular. Debido a esta 

peculiaridad , la vía de ~ r esca t e de purinas" y otras vías en donde el parásito busca la 

absorción de bases libres y nucleótidos se han estudiado como posibles objetivos en 

et desarrollo de nuevos farmacos con actividad antiprotozoaria (Guedes et al. , 2006). 

Para T. cruzi, la hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT asa) es 

responsable del rescate de nucleótidos purínicos. Esto indica que, los inhibidores 

analogos de sustrato para HGPRTasa tienen el potencial de ser objetivos para la 

quimioterapia de la enfermedad de Chagas (Rodriguez-Coura y de Castro, 2002). 

El alopurinol, es un ana lago de la hipoxantina que bien puede ser usado por T. 

cruz; como una molécula precursora en la vía del "rescate de purinas", Ha sido bien 

descrito que este fármaco tiene actividad contra T cnlzi bajo condiciones in vilro , en 

cultivo celular (Berens et al. , 1982; de Castro et al. , 1987; Nakajima-Shimada et al., 

1996) y en modelos murinos (Avi la et al. , 1981). A pesar de que en teoria el 

alopurinol deberia ser una buena alternativa para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas, en el año de 1995 la Organización Mundial de la Salud (World Health 

Organization) no recomendó su uso, debido a su ineficacia para el control de la 

parasitemia en los pacientes (Lauria-Pires et al. , 1988). 
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Debido a que se considera que los fármacos inhibidores de estas enzimas 

ocasionan una menor proporción de efectos adversos en los pacientes, se ha 

propuesto que los inhibidores especificas de HPGPRTasa son un buen blanco de 

acción para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas (Ullman y Carter, 1995; 

Gutteride y coombs 1977; Cra ig y Eaking, 1997). 

Con la finalidad de continuar explorando la búsqueda y desarrollo de compuestos 

con actividad antiprotozoaria con este mecanismo de acción Freyman et al (2000) 

han identificado y descrito al menos tres compuestos (inhibidores de HPGPRTasa) 

que tienen actividad tripanostatica en cu ltivos celulares, y fueron efectivos inhibiendo 

la replicación de la multiplicación de amastigotes. Ese mismo grupo de investigación , 

identificó a otros inhibidores de la enzima, entre ellos, los biofosfonatos, los cuales 

son moléculas que normalmente se utilizan en el tratamiento de algunos trastornos 

esqueléticos como osteoporosis e hipercalcemia (Fernandez et al. , 2004). El 

pamidronato y el residronato de que fueron los inhibidores mas potentes de la 

HGPRTasa de T. cruz;' 

Estas moléculas son capaces de inhibir la enzima farnesil pirofosfato sintasa y 

demuestra que bloquean la replicación parasitaria bajo condiciones in vivo, 

empleando 1 mg/Kg de peso vivo durante 7 dias, y se observa una reducción de 

hasta el 90% de la parasitemia, menor mortalidad y reducción de la presencia de los 

parásitos en tejido cardiaco. Los autores proponen que a partir del residronato se 

desarrollen nuevos y mejores fármacos para el tratamiento de T. cruz; (Garzoni et al, 

2004). 
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A pesar de todos los estudios desarrollados con los farmacos disponibles y 

opciones propuestas para combati r a la enfermedad de Chagas, la terapia 

farmacológica contra T. cruz; no ha sido del todo exitosa , por lo que una alternativa 

interesante es real izar la búsqueda de nuevos compuestos obtenidos a partir de 

plantas que han sido utilizadas desde tiempos ancestrales en la medicina tradicional 

y podrían proveer de opciones de tratamiento antiprotozoario de bajo costo, que sean 

de baja toxicidad y coadyuven a la resolución de una problematica de gran impacto 

en la salud pública , tanto a nivel regional como nacional e internacional. 

2.9 Medicina tradicional 

La medicina tradicional es la suma total del conocimiento, habi lidades y practicas 

basadas en las teorías, creencias y experiencias indígenas de diferentes culturas, 

que con explicación o no, se utilizan para el mantenimiento de la salud tanto para la 

prevención , diagnóstico y/ó tratamiento de enfermedades fí sicas y mentales. El 

término "medicina tradicional" se entiende como el conjunto de practicas curativas 

relacionadas con una serie de conocimientos y creencias de raices tanto indígenas 

como españolas, en torno al medía ambiente natural y social utilizado por el hombre, 

para el restablecimiento de la salud y el bienestar social (Flores, 1989). Se 

caracteriza por su existencia y continuidad a través de la trad ición oral y la práctica 

entre la gente del pueblo o grupos populares. En algunos paises , los términos de 

medicina complementaria / alternativa / no convencional, son aplicados también a 

medicina tradicional (WHO, 2000) 
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Estos conocimientos se han transmitido de generación en generación para 

preservar la vida y permitir la reproducción y florecimiento de la propia cultura. Miles 

de años de observación y experimentación empirica han sido necesarios para la 

evolución de los diversos sistemas médicos empirico (Carballo et al. , 2005) 

Las culturas precolombinas de este continente, como lo es la cultura maya, 

manifestaron grandes avances que han sido recuperados en su mayor parte por la 

investigación histórica , arqueológica , etnográfica y botanica. 

Hasta ahora el campo de investigación sobre la medicina tradicional ha sido 

abordado principalmente por la antropologia , pero cada vez mayor número de 

disciplinas cientificas se incorporan para enriquecer el rescate y la revalorización de 

este patrimonio cultural que ha contribuido sustancialmente a la conservación de la 

salud humana, al igual que al desarrollo del conocim iento médico autóctono y de sus 

recursos (Canales et al. , 2006) 

La medicina tradicional, ha contribuido en las últimas dos décadas, con 

importantes aportaciones en diversas partes del mundo para la búsqueda de nuevos 

fármacos y compuestos de origen natural, principalmente de tipo anti-inflamatorios, 

anti-microbianos, antimicóticos, antioxidantes y antitumorales (Jayaraman, 2006). 

2,9.1 Plantas con bioactividad hacia Trypanosoma cruz; 

A partir de Ocorea /af1cifo/ia se aislaron 13 alcaloides isoquinólicos a los cuales se les 

evaluó su actividad contra tres cepas de Leishmaf1ia y tripomastigotes de T. cruzi. De 

todos los alcaloides evaluados, el noraporfina caverina ha demostrado actividad 

antiprotozoaria tanto contra Le;sI1l11an;a como con T. cruz; (Fournet et al. , 2007). 
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Los extractos clorofórmicos y etanólicos de las hojas de POrlulaca 

werdennannii y P. hirsutissima fueron evaluados en ensayos de linfoproliferacion y 

en cultivos axénicos de Leishmania amazonensis y T. cruzi. Ambos extractos 

demostraron tener potente actividad inhibitoria en la proliferación linfocitaría , por el 

contrario solo el extracto clorofórmico de ambas plantas inhibió el crecimiento de L. 

amazonensis, pero sin efecto en los cultivos de T. cruzi. (Costa et al. , 2007). 

Así mismo, Fernandez et al. , (2008) reportaron la actividad in vitro de los 

extractos etanólicos de Simarouba glauca OC, Melaleuca leucadendron y Arlemisia 

absinthium L. contra Trypanosoma b. bnlcei, T. cruz;, Leishmania infanlum y 

Plasmodium falciparum. De las plantas evaluadas en este estudio, únicamente S. 

glauca demostró fuerte actividad contra todos los protozoarios, pero su actividad es 

considerada por los autores como inespecifica . 

Tridax procumbens tenia actividad in vitro contra tripomastigotes de T. cruz; a 

una concenlración de 1mg/mL (Caceres et al., 1998). De la corteza de Tabebuia 

avelJanedae se obtuvo una o-naftoquinona la j3-lapachona que presentó acción 

inhibitoria in vitro sobre el crecimiento de tripanosomas (Dubin et al. , 2001) la cual 

posee también una importante actividad tripanocida , y se ha considerado como una 

molécula potencial para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 

Asimismo en extractos obtenidos a partir de 18 plantas usadas en la medicina 

tradicional China y Mediterránea fueron utilizados para probar su actividad contra 

epimastigotes de T cruz'-; de las cuales, los extractos metanólicos de Coptis 

chinensis y Ranunculus sceleralus presentaron los porcentajes de inhibición más 
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altos con 100% Y 97% respectivamente a una concentración de 250 I1g /mL; 

(Schinella et al. , 2002) , 

Las fracciones purificadas Came/lia sinensis (té verde) en ensayos in vitro 

demostraron actividad tripanocida (Paveto et al. , 2004) . 

Por otra parte, se han demostrado en cond iciones experimentales in vitro, que 

los extractos etanólico y diclorometan ico de Cl1romolaena hirsuta reducen 

significativamente la viabilidad de los tripomastigotes de T. cruzi y promastigotes de 

Leishmania amazonensis. Seis flavonoides aislados de éstos extractos demostraron 

un efecto antiproliferativo en el crecimiento de T. cruzi y L. amazonensis (Taleb et 

al.,2004) . 

En ese mismo año, Vieira et al. , (2004) real izaron un estudio in vitro, donde 

analizaron a 22 extractos y 43 fracciones de plantas pertenecientes a la familia 

Meliaceae y Rutaceae , y determinaron que los extractos de Conchocaiphus 

Ileterophillus y Ttichilla ranolhoi presentaron la mayor actividad tripanocida. 

También estudios desarrollados con Ca/ea uniflora demostraron que dos de 

los compuestos tipo p-hidroxiacetofenonas poseían actividad in vitro hacia 

trípomastigotes de T. cruzi reduciendo el número de parasitos en un 70 - 71 % a una 

concentración de 500 ~ glmL (Do Nascimento et al. , 2004). 

Por otra parte, 32 extractos organicos y acuosos pertenecientes a 12 plantas 

de la medicina tradicional de Argentina mostraron tener actividad contra 

epimastigotes de T. cruzi (cepa Tulahuen) , y comprobaron que Ambrosia scabra, 

Ambrosia tenuifolia Bacchatis spicata, Eupatotium buniifolium, Lippia integrifolia, 

Mulinum spinosum y Satureja parvifolia; así como los extractos acuosos de E. 
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buniifolium, L. integrifolia, M. spinosum y S. palVifolia presentaron actividad 

tripanocida (Sulsen et al , 2006) . 

El extracto etanólico de las semillas de la planta Xylopia aromatica , mostró 

actividad in vitro contra epimastigotes de T. cruz; a concentraciones mayores de 

211 .6 ~g l mL bajo condiciones in vitro, (Tenorio et al , 2006). 

Los aceites esenciales del On"ganum vulgare L. (orégano) y Tl1ymus vulgaris 

L. tienen actividad hacia epimastigotes y tripomastigotes de T. cruz; a una 

concentración inhibitoria similar a la obtenida con el benznidazol (IC50 50 ~ glm L ) 

Santoro et al , (2007) . 
, 

Por otra parte Saraiva et al (2007) , analizó el efecto tripanocida tanto in vitro 

como in vivo de seis lignanolactonas; y determinaron que la hinoquinina era la 
, 
~ 

responsable de la mayor actividad in vitro contra las formas de epimastigote y .. 

amastigote de T. cruz;' con un IC50 de 0.67 y 18.36 ~M respectivamente. 

Los extractos crudos (hexanicos y metanolicos) y 34 compuestos aislados de 

Vitex polygama Cham. y Siphoneugena densiflora O. Berg fueron eva luados para 

determinar su posible actividad tripanocida sobre tripomastigotes de T. cruzi y T. 

brucei Gallo et al , (2008) , En general, los extractos polares demostraron los mayores 

efectos y algunos de los compuestos evaluados demostraron buenos resultados. 

Otros reportes de plantas originarias de Guatemala han sido descritos, donde 

se menciona la actividad antitripanosoma de Neurolaenalobata, Tridax procumbens 

(Asteraceae), Solanum americanum (Solanaceae), Acalyplla gua/emalensis 

(EuphoriJiaceae) y Petiveria alliacea (Phytolaccaceae) contra tripomastigotes y 
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amastigotes de T. cruzi bajo condiciones in vitro y contra tripomastigotes in VIVO 

(Cáceres et al.. 1998; Berger et al. , 1998; Muelas-Serrano et al. , 2000). 

En Brasil, han sido reportadas diversas resinas exudadas por plantas de la 

región y se les denomina propolis. las cuales han demostrado tener actividad 

antiprotozoaria. De ellos se han purificado dos compuestos: ácido 2 (2 difenil -4-

hidoxicinámico y 2 (2 dimetil -6-carboxietinil- 2H-1-benzopireno. que han demostrado 

buena actividad contra tripomastigotes sanguineos (Marcucci et al. , 1997). 

Asimismo, de las hojas de la planta Lynchnophora granmongolense 

(Asteraceae) se obtuvieron 3 compuestos que demostraron actividad antitripanocida: 

centraterina , goyazensolido y el flavonoide eriodictiol (Grael et al. , 2000). Otro 

compuesto tipo sesquiterpeno lactona fue aislado de la misma planta , y demostró 

inducir cambios morfológicos en los tripomastigotes de T. cruzi a las concentraciones 

5-10 ~g/mL durante 4 dias y a mas altas concentraciones resultó letal para el 

parasito en unas cuantas horas (Brengio et al. , 2000). 

Otro compuesto que demostró bajo cond iciones in vivo una buena actividad 

antitripanosoma bajo condiciones in vivo, fue el lignano aislado de Zanthoxyllum 

naranjillo (Rutaceae) , que demostró actividad antiprotozoaria contra dos diferentes 

cepas de T. cruzi, principalmente contra tripomastigotes pero no demostró actividad 

contra amastigotes (Cunha et al. , 2003). 

Polyga/a sabulosa y Polygala paniculada (Polyga/aceae) asi como Miconia 

fallax y Miconia stenostachya (Me/astomataceae) son otras de las plantas de Brasil 

de las cuales han sido aislados ácidos triterpenos con actividad lítica hacia 

tripomastigotes sanguineos de T. cruzi (Pizzolatti et al. , 2003). 
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De igual forma, se ha descrito que a partir de las hojas de la planta 

Myrospermun frutencens (Fabaceae) originaria de Panamá, se aislaron 5 

compuestos tipo diterpenos, de los cuales dos de ellos demostraron su mejor 

actividad contra tripomastigotes y otros dos demostraron una actividad más fuerte 

hacia amastigotes de T. cruzi. 

En México se han estudiado una gran variedad de plantas con el fin de buscar 

alternativas de tratamiento contra T. cruz; y otros tripanosomatídeos. Se han 

estudiado mas de 40 familias y 65 especies de plantas utilizadas en la medicina 

tradicional mexicana con actividad contra T. cruz; (Acosta-Viana y Guzmán-Marin , 

2008). Algunas de estas plantas son: Arislolochia taliscana (Aristolochiaceae) y se le 

atribuye su actividad a la presencia de lignanos en sus raíces , American Persea Mili 

(Lauracea) , de la cual obtuvieron dos compuestos de los extractos metanólicos de 

las semillas , 1,2,4-trihidroxiheptadecano y 1,2,4 trihiroxinonadecano (Abe et al. , 

2003; Abe et al. , 2005), ambos con una actividad moderada hacia T. cruzi. Asi 

mismo, se han realizado estudios de las familias Asteraceae, Araceae, Moraceae, 

Solanaceae, y Rhamnaceae, atribuyendo su actividad antitripanosoma en estas 

familias de plantas debido a la rica presencia de alcaloides, que interfieren en la 

replicación parasitaria por ocasionar alteraciones metabólicas y estructurales en los 

epimasl igoles (Chabala et al. , 1991 ; Cavin el al. , 1997; Fournet et al. , 1998). 

Camacho et al. , (2000) describió que a partir de los extractos crudos de la 

planta Celaenodendron mexicanum, se obtuvo un compuesto triterpeno carboxí lico, 

con actividad antiprotozoaria hacia promastigotes y amastigotes de Leishmania 
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donovani, asi como hacia tripomastigotes sanguíneos de Trypanosoma brucei a una 

le50 de 14. 9 Y 17 ~M , respectivamente. 

También se han realizado ensayos con extractos crudos de varias plantas 

medicinales mexicanas contra epimastigotes de T. cruzi bajo condiciones in vitro, y 

se ha demostrado que 18 de 43 extractos analizados presentaron actividad hacia T. 

cruzi a una concentración de 2mg/mL, y 13 mostraron actividad cuando emplearon 

1mg/mL (Abe et al. , 2002) . 

La actividad de Persea americana fue evaluada hacia epimastigotes y 

tripomastigotes mostrando una ligera actividad (Abe et al , 2005) . En un estudio in 

vilro del extracto acuoso y del aceite esencial de las hojas de la planta Chrysaclinia 

mexicana, se observó que ambos poseen principios bioactivos que inhiben el 

crecimiento del parásito. (Esparza et al. , 2005). Finalmente, otra de las plantas 

medicinales mexicanas que ha demostrado actividad antiprotozoaria es Senna 

vil/osa, por lo que a continuación se hace referencia de sus propiedades. 

2,9,3 Senn. villas. 

La planta Senna vil/osa (S. villosa) , es una leguminosa utilizada desde tiempos 

ancestrales dentro de la medicina tradicional maya del sureste mexicano. En trabajos 

previos con S. vil/osa se ha descrito la presencia de múltiples compuestos, tales 

como las quinonas antracenicas fiscion (1,8 dihidroxi, 3 metoxi, 6 metil , 9-10 

antraquinona) y el crisofanol (1 ,8, dihidroxi 3 metil 9-10 antraquinona) (Figuras 8 y 9) 

(Mena et al. , 1996) 
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Así mismo, se ha reportado la actividad antimicólica de los extractos 

metanólico, clorofórmico y heximico de las hojas de S. vil/osa particularmente hacia 

Candida albicans y Aspergiffus niger y tambien se ha reportado actividad 

antimicrobiana sobre bacterias gram positivas como Bacillus subtilis y 

Staphylococcus aureus. demostrando que el extracto heximico es el que presentó 

mayor actividad antimicrobiana. También se ha reportado que el extracto 

diclorometánico de hojas de S. vil/osa posee principios bioactivos importantes que 

inhiben el crecimiento de T. cruz; in vitro que muy probablemente coinciden con los 

compuestos obtenidos a partir del extracto cloroformico. 

o. 
o 

(}t 

Fig. 10. Estructura del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicos3nilo. 

Por otra parte. Guzmán y cols.; (2004) describieron que los extractos 

metanólico, clorofórmico y acuoso de S. viflosa, tienen actividad significativa hacia 

los estadios de epimastigote y tripomastigote de T. cnlZi. 
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El extracto clorofórmico de esta planta , a las concentraciones de 1.65, 3.3 Y 

6.6 IJg/mL demostraron actividad similar a la violeta de genciana y al alopurinol. 

Recientemente Guzmán et al. , (2008), demostraron que el acetato de (8-

hidroximetilen)-tricosanil (Fig 10) aislado del extracto clorofórmico de Senna vil/osa , 

tiene una eficiente actividad in vitro contra T. cruz; particularmente hacia los estadios 

de epimastigote y tripomastigote a las concentraciones de 1.65 , 3.3 Y 6.6 ~g /m L. 

Estos resultados permitieron comprobar la eficiencia del compuesto puro 

aislado de la planta con una respuesta superior a la obtenida in vitro con violeta de 

genciana y demostrando que no producía citotoxicidad en una linea celular de 

mamífero. Debido a la actividad demostrada del compuesto contra T. cnlZi en los 

estos estudios previos, se propuso determinar si el acetato de (8-hidroximetilen)

tieicosanil0 tenia actividad contra el parásito bajo condiciones experimentales in vivo . 

55 



11 1. Objet ivo general 

Determinar la actividad antiprotozoaria in vivo del acetato de (8-hidroximetilen)

trieicosanilo obtenido a partir del extracto clorofórmico de las hojas de Senna vil/osa 

contra las formas de tripomastigote y amastigote de Tlypanosoma cruzi. 
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IV. Objetivos especificos 

1. Determinar la actividad antiprotozoaria in vivo de acetato de (8-

hidroximetilen)-trieicosanilo contra T. cruzi bajo condiciones in vivo. 

2. Determinar toxicidad oral aguda de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo 

en un modelo animal. 

3. Determinar la curva de dosis-efecto in VIVO de acetato de (8-hidroximetilen)

trieicosanilo evaluando su actividad sobre T. cruz; en animales infectados y 

tratados inmediatamente. 

4. Determinar la curva de dosis-efecto in VIVO de acetato de (8-hidroximetilen)-

trieicosanil0 evaluando su actividad contra T. cruz; en animales infectados y 

tratados 15 post-infección. 

5. Determinar la regresión del efecto del compuesto estudiado en el modelo 

animal infectado con T. cruzi, 
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V. Materiales y Métodos. 

5.1 Obtención del extracto crudo y purificación del compuesto acetato de (8-

hidroximetilen)-tricosanilo. 

En un matraz balón de 12 L provisto de un refrigerante en posición de reflujo se 

colocó 1 kg de hojas secas y molidas y 5 L de cloroformo, la mezcla se calentó a 

temperatura de reflujo durante 4 horas, se dejó enfriar y posteriormente se filtró. El 

cloroformo se eliminó en un evaporador rotatorio a presión reducida y se liofil izó. 

Bajo este procedimiento, se obtiene un rendimiento del extracto del 5%. 

El extracto clorofórmico (30 gr), se separó por cromatografía en columna 

empacada con gel de sí lice 60 malla 70-230 (Merck). La columna fue eluída con 

hexano, incrementando la polaridad con acetato de etilo. Se colectaron 10 

fracciones de 150 mL, a las cuales se les eliminó el disolvente en un evaporador 

rotatorio a presión reducida y posteriormente a sequedad <;baño María". La fracción 

que presentó mayor efecto inhibitorio (F-5) se separó en una segunda cromatografia 

en columna, usando cloroformo como eluyente, incrementando la polaridad con 

acetato de etilo y se cristalizó con cloroformo para obtener un sólido blanco con un 

p.f 72-74°C y se obtiene un rendimiento del extracto de 2.7% (Guzmán et al. , 2008) . 

Para determinar la pureza del compuesto, una muestra del sólido se analizó 

por cromatografía de gases en un cromatógrafo Varían Modelo 3800 con una 

columna de Megaboro OBI de 30 m usando N2 como gas acarreador y un detector 

de ionización de flama FIO (Guzmán et al. , 2008) . 
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5.2 Parásitos 

Se utilizó la cepa H4 de T. cruzi autóctona del estado de Yucalan, aislada de 

humano. Esta cepa fue mantenida por medio de pases sucesivos de ralón a ratón 

cada 3 a 4 semanas (Barrera-Pérez et al. , 2001). 

5.3 Modelo animal 

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c, de 8 semanas de edad , de 18 gr 

de peso (OECD, 2001) mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (18· 

C), humedad e iluminación. 

5.4 Infección de ratones 

Para la infección de los ratones, el ináculo se obtuvo de los ratones infectados con la 

cepa H4 mantenida mediante pases sucesivos de ratón a ratón. Cada ratón fue 

inoculado por via intraperitoneal (IP) con 50,000 tripomastigotes sanguineos de T. 

cruz; obtenidos de un corte en la cola. El inóculo se elaboró con una solución de 

NaCI al 0.85% y EDTA (0.05%). 

5.5 Administración oral del compuesto evaluado 

Se prepararon soluciones con el acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo a las 

diferentes dosis evaluadas (2 .1, 8.4 Y 33.6 ~g /g ) disueltas en un amortiguador de 
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fosfatos (PBS, NaCt 137 mM, KC12.7 mM, Na2HP04 4.3 mM y KH2P04 1.4 mM pH 

7.4). 

Debido a que el compuesto estudiado no fue soluble, se mezcló con 4 partes 

iguales de polivinilpirrolidona (PVP, Sigma, EUA) disuelta en cloroformo, una vez 

homogénea la mezcla, se evaporó el disolvente al vacío a 28°C . Después de este 

procedimiento, el extracto se reconstituyó en PBS. 

Se administró acetato de (B-hidroximetilen)-trieicosanilo empleando la 

cantidad de compuesto requerida para cada dosis a evaluar, reconstituido en un 

volumen de 50 ~Lldia/animal. 

5.6 Determinación de dosis letal media (DL50) y toxicidad oral aguda 

Para la determinación de la DL50 se utilizó la metodologia sugerida por la Agencia 

de Protección Ambiental (EPA por sus siglas en ingles de Environmental Protection 

Agency) en el 2002, denominada procedimiento "arriba y abajo" (Up-and-Down 

Procedure) especifico para el calculo óptimo de la toxicidad oral aguda empleando un 

número reducido de animales en comparación a los métodos previamente utilizados 

para la determinación de la DL50. 

La EPA, menciona que para la evaluación de la toxicidad oral aguda de 

compuestos que no se tiene conocimiento previo en modelos animales , tal y como el 

acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo evaluado en este estudio, se recomienda 

seguir determinados lineamientos basados prácticamente en administrar una dosis 

inicial del compuesto de 175 mg/kg (o 175 ~g /g proporcionalmente en organismos 

pequeños), y evaluar cualquier signo de toxicidad que pudiera observarse en el 
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animal, de manera que si este sobrevive durante 48 horas , puede incrementarse la 

dosis a una progresión de 0.5 log, Y es decir. la siguiente dosis seria de 550 mglkg. 

Asi mismo, si el animal muere dentro del rango de tiempo mencionado, al siguiente 

animal se le otorgaría una dosis con esa misma progresión pero hacia abajo, es decir 

de 55 mglkg. 

La realización de este procedimiento, se acompaña del registro de los 

resultados en un software especifico (AOT425) otorgado también por la EPA, el cual 

mediante la introducción de los datos de muerte o sobrevivencia de los animales a 

las diferentes dosis, nos indica la siguiente dosis a utilizar (hacia arriba o hacia abajo) 

yen un momento dado al finalizar el experimento, para que con todo esto se realice 

un calculo de una dosis letal media aproximada y también cuales serian los intervalos 

de confianza de dicha dosis (OECD. 2001) . 

5.7 Dosis efecto 

La actividad antiprotozoaria del acetato de (B-hidroximeti len)-trieicosanilo fue 

evaluada a las diferentes dosis experimentales y los grupos control, en función de la 

parasitemia cuantificada en cada grupo estudiado, se establecieron curvas de 

parasitemia , y por otra parte, al final de la evaluación, se sacrificaron a los animales y 

se determinó de la invasión parasitaria al tejido cardiaco mediante la cuantificación 

de nidos de amastigotes presentes tanto en animales tratados como en no tratados, 

además se registró la mortalidad de todos los individuos incluidos en los bioensayos. 

Para determinar la parasitemia se observaron y contaron los tripomastigotes 

sanguíneos obtenidos de la cola de cada ratón: se tomaron 0.5 mL de sangre con 
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una pipeta de blancos, se completó con solución salina al 0.85% con EDTA al 10% y 

se contaron en la cámara de Neubauer. El conteo de panisitos se realizó cada 4 dias 

hasta la conclusión del bioensayo (dia 28). 

La invasión a tejido cardiaco se determinó por la presencia de nidos de 

amastigotes. El corazón de cada ratón se obtuvo al sacrificar a los ratones infectados 

al concluir el bioensayo. El órgano obtenido se proceso según la técnica para la 

obtención de cortes histológicos mediante la inclusión en parafina , descrita por J6rg 

et al. , (2005). Las muestras fueron teñidas con hematoxilina-eosina (HE) para 

realizar la búsqueda y conteo de los nidos de amastigotes. 

Para cada corte histológico se contaron 100 campos microscópicos con el 

objetivo de 40x. La variación en la presencia de nidos de amastigotes entre grupos 

fue el principal parámetro para evaluar replicación del parásito en ese estad io y 

determinar si existían diferencias entre individuos tratados y no tratados. 

La mortalidad fue evaluada en función del porcentaje de los ratones que 

murieron espontáneamente, antes de la terminación de los bioensayos (Fajardo, 

1998; Galanti et al, 1994) . 

Los bioensayos en donde se evaluó la actividad del acetato de (8-

hidroximetilen)-trieicosanilo a dosis de 2.1, 8.4 Y 33 .6 ~g /g , se realizaron en 

animales infectados y tratados inmediatamente . También se realizaron bioensayos 

bajo el esquema de la infección de animales e inicio de su tratamiento 15 dias post

inoculación evaluando las dosis 16.8 y 33.6 ~ g/g . Durante la realización de los 

bioensayos como control negativo se incluyo a un lote de ratones infectado y no 
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tratado (50 ~L PBS pO/diariamente) y como control positivo se estudio a un lote de 

ratones infectados y tratados con alopurinol (8.5 ~ g/g r cada 24 horas) . 

5.8 Regresión del efecto 

Con la finalidad de corroborar si la reducción de la parasitemia observada bajo 

condiciones in vivo era realmente atribuible a la actividad del acetato de (8· 

hidroximetilen)-trieicosanilo, se real izó un bioensayo en donde se emplearon ratones 

infectados bajo las mismas condiciones de los estudios de dosis-efecto, pero se 

administraron las dosis 16.8 y 33.6 ~ g/ mg durante un periodo mas corto de 

tratamiento (20 dias) y se le dio seguimiento a los individuos durante los 28 dias 

(desde la inoculación, tratamiento, suspensión del tratamiento y 8 días posteriores a 

la suspensión). con la finalidad de evaluar (mediante conteo de par¡;sitos en sangre) 

el posible incremento o red ucción de la parasitemia en los días subsecuentes 

inmediatos a la suspensión del tratamiento. Es decir, como se comportaba la 

parasitemia una vez retirada la administración del acetato de (8-hidroximetilen)-

trieicosanilo 

5.9 Analisis estadistico. 

El análisis de los datos obtenidos entre los grupos experimentales se realizó 

aplicando la prueba estadistica de ANOVA de una via , tomando como valor de 

significancia una p<O.05 y para determinar si existen diferencias significativas entre 

los grupos estudiados. se utilizó la prueba estadistica de DHS de Tukey (Diferencia 

Significativa Honesta) . En el caso de los demás experimentos se utilizó la prueba 

~ 
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estadistica de t de Student. (Hoel, 1984; Levin, 1979). Asimismo, con la finalidad de 

determinar cuál era la dosis que tenia capacidad de inhibir el 50% de la replicación 

parasitaria durante los bioensayos , se grafi caron las diferentes respuestas obtenidas 

con todas las dosis evaluadas en logaritmo, a fin de determinar cuál de todas las 

dosis era la dosis efectiva media en los animales tratados en comparación a la 

respuesta observada en los animales infectados y 

no tratados. 
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VI. Resultados y discusión. 

6.1 Determinación de dosis letal media (Dl50) y toxicidad oral aguda. 

Con el fin de determinar la toxicidad oral del acetato de (8-hidroximetilen)

trieicosani lo. se utilizó el procedimiento descrito por OC DE (2001) en la que se 

evaluaron distintas dosis del compuesto (175, 550,1750 Y 5000 ~ g/g) . Al seguir este 

procedimiento no se observaron signos clinicos asociados con toxicidad oral. 

Cuando se administró la dosis de 5000 ~g /g , se observó ligera letargia en el 66 % de 

los animales de este grupo, sin embargo, este efecto fue reversible 24 horas después 

de la administración . 

Con estos resultados se demostró que la administración por vía oral del 

acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo, aun a la dosis más alta evaluada (5000 

~g /g) no ocasionó efectos de toxicidad oral aguda. Esto coincidió con lo reportado 

previamente in vilro por Guzmán el aL , (2008); en este estudio el compuesto a una 

concentración de 6.6 ~ g/ ml no demostró actividad tóxica hacia la linea celular Vero 

(células de riñón de mono verde africano). 

6.2 Dosis Efecto 

6.2.1 Efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo en tripomastigotes 

de T. cruz; (inicio de tratamiento 24 h post-infección). 

Durante la evaluación del efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo, se 

observó que las tres diferentes dosis evaluadas demostraron actividad sobre 

tripomastigotes de T. cruzi, pero ninguna tuvo la capacidad de eliminar 

completamente a los parásitos. 
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Al dia 24 , se observó una inhibición de la replicación parasitaria del 75.8, 75.9 

Y 82.8 % en los animales Iratados con las dosis de 2.11 , 8.4 Y 33.6 ~g /g 

respectivamente. Al final del experimento, se observó una inhibición de la replicación 

parasitaria del 70, 73.8 Y 80.9 % para las dosis 2.11 , 8.4 Y 33.6 ~g /g 

respectivamente , en comparación con el grupo control negativo. 

Aunque el acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo no fue capaz de eliminar 

completamente los parásitos en los animales tratados, la mortalidad fue menor en 

comparación con los no tralados (p=<0 .05) o los tralados con alopurinol (8 .5 ~g / g ) . 

estos resultados coinciden con otros estudios que también describen a algunos 

extractos obtenidos a partir de plantas con actividad tripa nacida reducen sin eliminar 

completamente a los parasitos de la circulación (Asuzu y Chineme, 1990, Cunha et 

al., 2006) pero aun asi , se incrementa la sobrevivencia de los animales tratados. Es 

importante destacar que la cepa con la que se evaluó la actividad antiprotozoaria 

(H4) ha sido previamente descrita como de alta virulencia y aun asi a la dosis de 33.6 

~g /g inhibió en mas de un 50% la replicación parasitaria durante toda la duración del 

bioensayo (ver Fig . 11 ). 
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Figura 11 . Efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre la curva de parasitemia 
en ratones BALB/e infectados con 5)(10· tripomastigotes de T. cruz;cepa H4 y con inicio del 

tratamiento 24 horas después de la infección (medias ± EE)("p>O.OS). 

6.2.2 Efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo en amastigotes de 

T. cruz; (inicio de tratamiento 24 h post-infección) 

Después del día 28, los animales de este bioensayo, tanto experimentales como 

controles fueron sacrificados y sus corazones fueron procesados como se describe 

en la metodología correspondiente con el fin de examinarse rnicroscópicamente para 

cuantificar el número de nidos de amastigotes en cada uno de los individuos. 
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Bajo estas condiciones se observó que en los grupos tratados con las dosis 

más altas (8.4 y 33.6 ~g lg) se redujo la cantidad de nidos, en un 81 y 86.11 % 

respectivamente, en comparación con los individuos no tratados (p=<0.05). Así 

mismo tuvieron menor cantidad de nidos que los del grupo control positivo 

(alopurinol) y los animales que fueron tratados con la dosis 2.11 ~g lg (Figura 12). 

Por otra parte, en los individuos tratados con las dosis 8.4 y 33.6 ~g l g , se 

observó una importante reducción en la cantidad de nidos de amastigotes con un 81 

y 86.11 % menos en comparación con los animales no tratados . 

e(·1 PBS I l-< 298 

C( .. ) alopurinoI 8.5 1-19/9 I i-' 214 

Dosis 2.1 1-19/9 I \--< 886 

Dosis 16.8 I-Ig{g O 53 .. 
Dosis 33.6 1-19/9 O 41 .. 

ONo.AmastJgolesJ100 campos 
(-'OX) 

Figura 12. Efecto de acetato de (S -hidroximetilen)-trieicosanilo sobre el número de nidos de 
amastigotes en ralones BAlBlc infeclados con T. cruz; y con inicio del tratamiento 24 h post

infección (o·p<O.05). 

La cepa H4 de T. cnJzi aislada de un caso clínico severo, caracterizada 

previamente (Barrera-Peréz et al. , 2001) tiene especial tropismo para invadir y 

causar lesiones importantes en tej ido cardiaco en ratones NIH , efecto que se pudo 

observar en los ratones BALB/c infectados y que no recibieron tratamiento alguno en 

este estudio. 
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Considerando que, aun cuando se ha descrito que el alopurinol es capaz de 

inhibir la replicación de amastigotes en una línea celular (Nakajima·Shimada et aL , 

1996; Paulina et al. , 2005) , en los resultados obtenidos en este estudio únicamente 

se observó un ligero efecto en la disminución (28.1 %) del número de nidos de 

amastigote de los animales tratados con este compuesto en comparación con los no 

tratados (p>0.05) , pero en cambio, en los individuos que fueron tratados con las 

dosis mas altas (8.4 y 33.6 ~g /g) del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo, se 

observó una importante reducción (del 82 .2 y 86.25% respectivamente) en la 

cantidad de nidos de amastigotes en tejido cardiaco (p=<0.05) , aun teniendo en 

cuenta que la virulencia de la cepa empleada y que la cantidad de parasitos 

inoculados fue alta. 

6.2.3 Mortalidad 

La mortalidad registrada en los animales tratados con las tres dosis evaluadas (2.1, 

8.5 Y 33 .6 ~g /g) fue del 20%, este porcentaje fue mucho menor (p=<0.05) que para 

los animales tratados con alopurinol (70 %) Y que los animales que no recibieron 

tratamiento alguno (50%) (Figura 13) . 
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Figura 13. Efecto de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre la tasa de mortalidad de 
ratones BAlB/e infectados con T. cruz; y y con inicio de tratamiento 24 h después de la 

infección. (·p=<O.05). 

En el presente estudio se pudo observar anorexia, emaciación y diarrea en los 

animales tratados con alopurinol (control positivo), también se observó una 

mortalidad alta (70%), todavia mayor que la de los animales no tratados (50%). 

La mortalidad registrada en los animales no tratados de este estudio, coincide 

con la mortalidad descrita previamente y atribuida al comportamiento de la cepa H4 

(Barrera-Pérez el al., 2001). En cambio en los animales administrados con acetato 

de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo, la mortalidad fue menor (únicamente del 20%) 

(Figura 13) Y que la reducción del número de nidos de amastigoles fue proporcional a 

la reducción del número de tripomastigotes sanguíneos cuantificados en los 

individuos tratados. 
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6.2.4 Efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo en tripomastigotes 

de T. cruzi(inicio de tratamiento 15 días post-infección). 

La respuesta observada en los animales que fueron infectados pero tratados 15 días 

posteriores a la infección, fue distinta a la que se registró en los experimentos 

anteriores. Bajo estas condiciones, en las que la parasitemia ya estaba establecida 

cuando se administró el acetato de (8-hidroximeti len)-trieicosanilo, se pudo observar 

que este compuesto tuvo la capacidad de disminuir el número de parásitos 

circulantes en sangre, sobre todo a la dosis 33.6 ~ g/g en la cual hubo un 80.9% de 

disminución de la parasitemia (Figura t 4) respecto a la parasitemia observada en los 

animales no tratados. 
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Figura 14. Curva de parasitemia en ratones BALB/c infectados con 5)(10· tripomastigotes de T. 
cruzicepa H4 y tratados 15 días post-infección con acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo 

a las dosis de 16.8 y 33.6 fJ9I'g (Valores de las medias ± EE). 
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En este trabajo, la mayor inhibición de la parasitemia se comenzó a observar 

entre el dia 20 y 24, donde fue de más del 50% a diferencia de la parasitemia en los 

controles (positivos y negativos) . Con las dosis evaluadas (16.8 y 33.6 ~g/g) se 

registraron niveles de parasitemia menores al 50% hasta el final del experimento (día 

28), observándose una mayor inhibición de la replicación parasitaria en los individuos 

tratados con la dosis 33.6 ~g /g (p>0.05) . 

La actividad antripanosomal observada , coincide con otros estudios in vivo con 

diferentes tripanosomatideos en los cuales se emplean extractos de plantas 

medicinales (Aderbauer et al. , 2008), fracciones de los mismos (Cáceres et al. , 

1998), compuestos obtenidos a partir de extractos crudos obtenidos de recursos 

vegetales (Sülsen et al. , 2008; Saraiva et al. , 2007; Cunha et al. , 2006; Dantas et al. , 

2006) y otros derivados indirectos de las plantas, como los extractos de propoleo 

verde brazileño (Salomao et al. , 2009) pero al igual que la actividad de acetato de 

(8-hidroximeti len)-trieicosanilo, ninguno es capaz de producir una eliminación total 

del parásito. 

Cabe mencionar que si se comparan los resultados de la actividad del acetato 

de (8-hidroximetilen)-trieicosani lo con el estudio reportado por Saraiva y 

colaboradores (2007), en donde evalúan un compuesto con actividad hacia T. cruz; 

obtenido a partir del extracto crudo de Zant/lOxylum naranjilla, al administrar dosis de 

40 1-'9lg se observa una eficiente respuesta antiprotozoaria , pero sin embargo 

Saraiva y su grupo uti lizan una menor dosis de inoculación de parásitos y emplean 

una cepa menos virulenta (cepa Y) . 
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6.2.5 Efecto del acetato de (8-hidroximetilen)·trieicosanilo en amastigotes de T. 

cruz; (inicio de tratamiento 15 días post-infección) 

Con el fin de identificar y cuantificar microscópica mente el número de nidos de 

amastigotes en cada uno de los individuos, el dia 28 del bioensayo, fueron 

sacrificados todos los animales de los lotes. experimentales y controles: sus 

corazones fueron procesados como se describe en la metodología correspondiente. 

Bajo estas condiciones, se observó una menor cantidad de nidos de 

amastigotes en los individuos tratados con las dosis 16.8 y 33.6 ~g /g (Figura 15). 

Aunque a la mayor dosis evaluada (33 .6 ~g /g) no se observó un menor número hay 

diferencia significativa en el número de nidos presentado con la dosis 16 .8 lJg/g , es 

importante mencionar que el tamaño de los nidos establecidos en el tej ido cardiaco 

de los ratones fue menor que en los de los animales tratados a la dosis 16.8 ~ g/ g . 
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Figura 15. Efecto de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre el número de nidos de 
amastigote en raton es BALB/c infectados con T. cruz; y con inicio de tratamiento a los 15 días 

después de la infección (Valores de las medias!. EE) 
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El tratamiento con acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo demuestra una 

reducción en la cantidad de nidos en tejido cardiaco en los animales tratados y 

aunque existen pocos estudios en los cuales se mide el efecto de extractos y 

compuestos obtenidos a partir de plantas con actividad antiprotozoaria hacia el 

estadio intracelular amastigote de T. cruz; (Weniger et al. , 2006; Luize et al. , 2006; 

Mesquita et al. , 2005; De Souza et al. , 2005; Araya et al. , 2003; Schmeda

Hirschmann et al. , 2001 ; Bonay et al. , 1998), muchos de ellos han demostrado 

poseer actividad hacia amastigotes pero no son selectivos entre la presencia de los 

parasitos y las células de mamífero, ocasionando toxicidad sobre el modelo de 

estudio (Schmeda-Hirschmann et al. , 2001 ) Y además, la generalidad de los estudios 

en amastigotes evalúan el efecto bajo condiciones in vitro . En nuestro trabajo los 

resultados observados del efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre 

los amastigotes con las dos dosis más altas (16.8 y 33.6 ~ g/g) e iniciado el 

tratamiento 15 días post-infección, permiten demostrar que los animales que 

recibieron tratamiento, registraron una importante reducción en la cantidad y tamaño 

de los nidos de amastigote en el tejido cardiaco, aunque ya tengan varios días de 

que han sido infectados, por lo que se trata de emular una situación en donde se 

podría comenzar un tratamiento en un individuo infectado en un escenario real. 

En los controles positivos, el tratamiento con alopurinol (8.4 ~ g/g) no 

demostró una actividad anti- T. cnJzi significativa al igual que cuando se administró 

simultaneamente al inicio de la infección, probablemente debido a que en el día 15 

post-infección, al estar establecida perfectamente la parasitemia, una mayor 

proporción de parasitos ya se internalizaron en el tejido cardiaco, y bajo esas 
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condiciones probablemente se reqUiera una mayor concentración del compuesto 

disponible en este tejido, y solo de esa forma, a mayores dosis administradas, puede 

producir una inhibición de la replicación y formación de mayor cantidad de nidos. 

Así mismo, en los animales que sean tratados con dosis menores del acetato 

de (8-hidroximetilen)- triecosanilo, inducirían a que su presencia en menor proporción 

en el torrente sanguíneo, únicamente contribuiría a generar un ambiente hostil para 

los tripomastigotes sanguíneos, induciendo con ello a una mayor ¡ntemalización del 

parásito hacia el tejido cardiaco, y es por ello que se observó un incremento en la 

cantidad de nídos en los ratones que fueron tratados con una dosis menor durante la 

infección y tratamiento inmediato. Por el contrario, en las dosis mas altas evaluadas 

se observó una reducción importante en comparación de los individuos de los lotes 

controles (positivos y negativos) tanto en animales tratados después de la infección 

así como los que iniciaron el tratamiento 15 dias post-infección. 

La actividad antiprotozoaria de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo 

demostró buen efecto sobre los amastigotes, razón por la que podría estar 

demostrando la actividad contra T. cruzi aunque los individuos presenten una 

infección establecida. 

6.2.6 Mortalidad 

La mortalidad registrada en los individuos que recibieron tratamiento con las dosis 

16.8 y 33.6 ~g/g 15 dias post-infección fue del 60 y 80% respectivamente. menor a la 

observada en los animales no tratados y ratones tratados con alopurinol (8.4 ~ g/g) en 

los cuales la tasa de mortalidad fue del 100 y 80% respectivamente (Figura 16). 
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El efecto parasitostatico observado sobre los estadios tripomastigote y 

amastigote influyen en la presentación de una menor mortalidad en los individuos 

tratados con las dosis mas altas evaluadas (16.8 y 33.6 ~g /g) . Es importante tomar 

en cuenta que la cepa H4 es considerada virulenta , y capaz de ocasionar más del 

50% de mortalidad en ratones NIH , y asi mismo es importante considerar que los 

ratones BALBte son más susceptibles en comparación a otras especies de roedores 

también utilizados como modelos animales , por esta razón, probablemente la 

mortalidad fue tan alta en este experimento, y sea necesario ajustar condiciones 

experimentales (como una menor cantidad de inoculo, cepas menos virulentas entre 

otros) que permitan la evaluación adecuada del compuesto empleando este diseño 

experimental (infección y tratamiento 15 dias después) . 
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Figura 16. Efecto de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre la tasa de mortalidad en 
ratones BAlB/c infectados con T. cruzi y con inicio de tratamiento 15 dias post-infección. 

Existe un trabajo in vivo en el cual se estudia el efecto del compuesto 

psilostaquina (un sesquiterpena lactana aislado de Ambrosia tenuifolia) , administrado 
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5 días post-infección, y se evaluó su efectividad sobre la tasa de mortalidad de 

ratones infectados con T. cruzi. En este estudio reportan una tasa de sobrevivencia 

del 100% cuando utilizan la dosis 1 ~g/gr del compuesto psi lostaquina, si lo 

comparamos con el efecto del acetato de (8-hidroximetilen)-triecosanilo sobre la tasa 

de mortalidad de los ratones BALB-c infectados con la cepa H4 , este compuesto 

demostró una menor sobrevivencia que la producida por psilotaquina (Sulsen et al ., 

2008). Sin embargo, aunque en ambos estudios se uti lizan cepas altamente 

virulentas (H4 y RA) , un punto importante al comparar los resultados de estos dos 

estudios es que para el caso de psilostaquina se empleó un inóculo de parásitos 10 

veces menor que en nuestro estudio, lo que indica que acetato de (8-hidroximetilen)

triecosanilo esta demostrando un efecto antiprotozooario in vivo aun ante el desafío 

con una alta concentración del inóculo. 

Es necesario desarrollar más estudios de investigación evaluando la actividad 

del acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo in vivo con un inóculo de parásitos 

menor al uti lizado (como ocurriría de manera natural), en donde el desafío no sea tan 

agresivo para el modelo animal y permita una mejor visualización del efecto 

antitripanocida. Así mismo, se requiere conocer con mayor precisión sobre la 

farmacodinamia de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo en el modelo animal, 

así como enriquecer estos hallazgos con otros ensayos para determinar la eficiencia 

de este acetato cuando se administra durante mayores periodos de tiempo, a dosis 

más altas o durante la fase crónica de la enfermedad . 
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6.3 Reversión del efecto 

Con la finalidad de evaluar si e l efecto de inhibición de la replicación parasitaria era 

atribuible a la actividad del acetato de (8-hidroximeti len)-trieicosanilo sobre los 

diferentes estadios de T. cruzi evaluados (tripomastigote y amastigote) , se realizó un 

ensayo en donde el modelo animal fu e infectado y se le administró el tratamiento a 

las 24 horas post-infección, pero únicamente durante 20 dias, empleando las dosis 

16.8 y 33.6 ~g l g . ya que estas son las que habian demostrado mejor actividad 

antiprotozoaria en los bioensayos donde de dosis-efecto. 

Una vez transcurrido este tiempo, se suspendió la administración del 

compuesto, y los animales fueron monitoreados durante 8 días mas, observandose 

que con ambas dosis se inhibió la replicación parasitaria , sin embargo cuando se 

suspendió la administración del tratamiento, se observó un abrupto incremento de la 

replicación parasitaria principalmente 8 días después, pero aun con e llo, los niveles 

de parasitemia nunca llegaron a ser tan elevados como en el caso de los individuos 

pertenecientes a los lotes control (positivos y negativos) (Figura 17) . 

Cabe mencionar, que a pesar de que se observó una me nor parasitemia en en 

los individuos tratados con la dosis 33.6 ~g l g al dia 20, en comparación a los 

individuos de los lote control , cuatro dias después de haber sido suspendida la 

administración del tratamiento con el compuesto la parasitemia todavía era mucho 

menor respecto a los demás grupos, sin embargo , para el día 28, se observó un 

incremento mayor en la replicación parasitaria, que se registró un valor incluso mas 

alto que la de los animales que recibieron la dosis de 16.8 ~ glg. 
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Figura 17. Curva de parasitemia para evaluar la regresión del efecto en fatones BALBlc 
infectados con 5)(104 tripomastigotes de T. cruz; cepa H4 y tratados con acetato de {3-
hidroximetilenrtrieicosanilo 8 a las dosis de 16.8 y 33.61JQ1g (Valor de las medias ± EE). 
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de la replicación de T.cruzi, ya que al interrumpir la administración del compuesto, se , 

reactiva la parasitemia de una manera exponencial, lo que conduce a una 

exacerbación de la infección en el hospedero. Bajo estas condiciones § 

experimentales, la parasitemia no pudo ser completamente abatida en los individuos 

tratados con el compuesto estudiado. Sin embargo la observación del efecto 

antiprotozoario sobre los estadios amastigote y tripomastigote sanguíneo pueden dar 

la pauta para la evaluación de la administración del compuesto por periodos mas 

largos y dispositivos de liberación lenta, a fin de evitar una menor colonización del 

tej ido cardiaco por T. cruz; debido a la replicación parasitaria. 
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Cabe mencionar que, debido a la virulencia de la cepa empleada y a la 

cantidad de inoculo utilizado, al suspender el tratamiento se registró un incremento 

tan agresivo de la replicación parasitaria, se desencadenan con ese evento diversos 

mecanismos que afectan la integridad del hospedero tal y como una mayor 

proporción de muerte celular programada (Fernández-Presa et al. , 2000) hay una 

alteración en el funcionamiento hepático (Ragonha et al. , 2006) y se incrementa 

también la probabilidad de presentar una falla cardiaca congestiva (Taniwaki et al. , 

2006) , por lo que todos estos eventos juntos pueden conducir a una mala prognosis 

para el paciente. 

La mayor actividad antiprotozoaria sobre el estadio amastigote fue observada 

en los individuos del experimento "reversión del efecto ~ fue la de los individuos 

tratados con la dosis más alta (33.6 ~g /g) siendo 2.7 veces menor que la de los 

animales del control negativo (Figura 18). Por otra parte en los animales tratados con 

• 
la dosis 16.8 ~ g/g Y los individuos del lote control positivo (alopurinol 8.5 ~g /g) 

también se observó una reducción en la cantidad de nidos, en comparación a los 

individuos no tratados. 
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Regreslon de efecto 
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Figura 18. Efecto de acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo sobre el numero de nidos de 
amastigote 28 dias post-infección en ratones BAlB/c infectados con T. cruz; y tratados durante 

20 dias con las dosis 16.8 y 33.6 IJgIg. 

La infección de los cardiomiocitos por T. cruz; ocasiona un desbalance de la 

regulación del calcio citosólico (Ca') que puede conducir a una importante alteración 

en la homeostasis cardiaca, y afecta la contractibilidad miocárdica, funciones de los 

microfilamentos y puede presentarse falla cardiaca (Taniwaki et al. , 2006) . Relativo a 

esto, se ha evidenciado que a mayor numero de parásitos presentes en el tejido 

cardiaco, se incrementan los niveles de óxido nítrico (NO), el cual es un importante 

regulador fisiológico del Ca" (Campbell et al. , 1996) y de la contractibilidad 

miocardial (Kelly et al. , 1996). Cabe mencionar que el incremento de las 

concentraciones de NO, contribuyen a ocasionar un daño progresivo al miocardio 

que finalmente conduce a una falla cardiaca (Massion et al. , 2003). Todo esto 

justifica la búsqueda de compuestos que contribuyan a inhibir la replicación de 
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amastigotes en el tejido cardiaco, con la finalidad de que a menor cantidad de 

parásitos, haya una menor proporción de daño tisular a dicho tejido. 

6.3.1 Mortalidad 

Los individuos incluidos en el ensayo de reversión del efecto demostraron una 

mortalidad menor que en los individuos no tratados, y la mortalidad de los ratones 

Iratados a la dosis 16.8 ~g / g del compuesto. fue sim ilar a la de los individuos tratados 

con alopurinol, sin embargo, los individuos tratados con la dosis más alta (33 .6 ~ g / g ) 

registraron una mortalidad mas alta que los ratones del lote control positivo (Figura 

19). 

100 

80 -.. 
'O 60 
~ 

'O 

~ 40 " o 
E 

20 

O ~~~~~~~~~~--~~~~ 
ControlOPBS Control(" ) Do!>IS 168~g Dosls336~rg 

alopurllol 8 5 

'" 
Figura 19. Efecto de acetato de (8-hidrox imetilen)-trieicosanilo sobre la tasa de mortalidad en 

ratones BALB/c infectados con T. cruz; y tratados durante 20 dias después de la infección con 
las dosis 16.8 y 33.6 pg/g . 
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La respuesta observada en los diferentes lotes que recibieron tratamiento con 

el acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo, fue debido a que el tratamiento fue 

interrumpido abruptamente durante la fase ag uda de la infección, por lo que 

probablemente un tratamiento con las dosis más eficientes (16.8 o 33.6 ~ g/ g ) durante 

mayores periodos de tiempo, permitirían que los individuos tuvieran mejores 

posibilidades de sobrevivencia ante la infección por el parásito. 

6.4 Dosis efectiva medía 

Los resultados en la evaluación de la actividad del acetato de (8-hidroximetilen)

trieicosanilo bajo condiciones in vivo demostraron que ninguna de las dosis 

evaluadas pudo eliminar completamente la presencia de tripomastigotes sanguíneos 

en los animales tratados, sin embargo la administración del acetato de (8-

hidroximetilen)-trieicosanilo fue capaz de reducir la parasitemia por una aparente 

actividad inhibitoria (Figura 20). 

La actividad antiprotozoaria de este compuesto comparada con la del 

alopurinol comercial (8.5 ~ g/g) fue mayor durante todo el periodo de los bioensayos, 

y es importante destacar que acetato de (8-hidroximetilen)-trieicosanilo tiene un 

excelente potencial como compuesto bioactivo no tóxico y con una buena actividad 

antiprotozoaria. La dosis de 33.6 ~ g/g fue la única que fue capaz de inhibir la 

replicación parasitaria en un 50% o mas durante el tiempo de desarrollo del ensayo. 
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Figura 20. Dosis efectiva media de acetato de (B-hidroximetilen)-trieicosanilo (en logaritmo) 

durante su administración durante 28 dias en ralones BALB/c infectados con la cepa H4 de T. 

cruz; 

Con todos los resultados obtenidos en este trabajo, se observó que 

principalmente cuando el compuesto se administró simultáneamente después de la 

infección, demostró actividad sobre el estadio intracelular replicativo amastigote, sin 

embargo la efectividad del tratamiento con el acetato de (8-hidroximetilen)-

Irieicosanilo no fue absoluta. Por lo que se requiere continuar evaluando a este 

compuesto considerando que ha demostrado una actividad antiprotozoaria contra 

tripomastigotes y amastigotes durante diferentes esquemas de estudio bajo 

condiciones in vivo. 
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Es importante resaltar que seria interesante la eva luación de dosis mas altas 

de acetato de (8-hidroximetilenHrieicosanilo que las estudiadas en este trabajo 

(16.8 Y 33.6 ~g /g) , sin embargo una limitanle para ello es que el rendimiento del 

compuesto a partir del extracto de S. vil/osa es bajo (2 .7%), por lo que una buena 

alternativa es el evaluar dosis mas altas administrando directamente el extracto 

cloroformico. a fin de estandarizar su obtención y dosificación bajo condiciones in 

vivo para en un futuro, sea propuesto como un fitomedicamento. Así mismo, es 

necesario evaluar cual es la actividad antiprotozoaria hacia otras cepas de T. cruzi, 

incrementar los periodos de evaluación (principalmente evaluar la actividad 

antiprotozoaria durante la fase crónica de la enfermedad) y diferentes vías de 

> ~ 

administración, en conjunto con estudios de farmacodinamia y el desarrollo de ::; s:;z 
:¡:c 

trabajos de investigación que permitan determinar cual es el mecanismo de acción C5 § 
"'" :¡:~ 

responsable de la actividad antiprotozoaria hacia el parásito. c:;:; ~ 
~C".i 
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VII. Conclusiones. 

• La administración del acetato de (8-hidroximeti lenHrieicosanilo en 

ratones BALB/c infectados con 50 ,000 tripomastigotes sanguíneos de 

T. cruzi reduce el número de parasitos en su forma de amastigote, sin 

producir toxicidad oral aguda aun a dosis de 5,000 ~ glg . 

• La dosis de 33.6 ~g lg tiene mejor efecto tanto contra tripomastigotes 

como para amastigotes cuando se inicia el tratamiento 24 horas post

infección y solo contra amastigotes cuando se inicia el tratamiento 15 

días post-infección . 

• Existe una marcada reversión del efecto del acetato de (8-

hidroximetilen)-trieicosanilo cuando se suspende el tratamiento en 

animales infectados experimentalmente. 

• Este estudio aporta un diseño experimental eficiente en donde se 

puede evaluar la respuesta contra el estadio amastigote de T. crozi bajo 

condiciones experimentales in vivo, el cual puede ser uti lizado y 

mejorado para investigaciones posteriores. 
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VIII. Perspectivas de la investigación . 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, es necesaria la evaluación 

del acetato de (8-hidroximeti len)-trieicosanil0 o por su bajo rendimiento, la 

evaluación del extracto cloroformico de las hojas de S. vil/osa bajo las siguientes 

condiciones: 1) Administración de dosis mas altas; 2) administración del tratamiento 

durante periodos mas prolongados; 3) evaluar tratamientos utilizando diferentes vías 

de administración; 4) evaluar de la actividad antiprotozoaria durante la fase crónica 

de la infección; 5) evaluar la actividad antiprotozoaria hacia otras cepas de T. cruzi; 

6) desarrollar estudios que permitan determinar la farmacocinética del extracto; 7) 

Determinar el mecanismo de acción antiprotozoaria en los difere ntes estadios de T. 

cruzi. 
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