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RESUMEN 

El protozoario hemoflagelado TrypBnosomB cruzi (T. cruz/), es el agente causal de la 

Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas y es transmitido al humano por 

insectos vectores de la famil ia Reduviidae, de manera especial TriBtomB, Rhodnius y 

Panstrongylus. 

La enfenmedad de Chagas se encuentra ampliamente distribuida en Centroamérica 

y Suramérica, con aumento importante de la morbilidad y mortalidad constituyendo 

un grave problema de salud , social y económico en paises de América Latina. 

La quimioterapia contra la enfermedad de Chagas es un problema sin resolver, 

debido a la toxicidad de los fármacos disponibles y el desarrollo de la resistencia a 

las mismas. Una posible solución a esos problemas es encontrar sustancias contra 

T. cruzi y una fuente potencial son los productos naturales, usados comúnmente en 

la medicina tradicional. 

Senna VilfOSB, es una planta utilizada en la medicina tradicional, utilizada en la región 

Maya, la cual tiene actividad antimicrobiana contra bacterias grampositivas y hongos. 

Con estos antecedentes, decidimos estudiar los extractos metanólico, clorofónmico y 

acuoso de las hojas de S. VilfOSB contra epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi, 

los cuales presentaron inhibición del crecimiento de ambas fases del parásito en 

concentraciones de 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g / mL. 

Se observó que los extractos metanólico y clorofórmico tienen mayor actividad 

inhibitoria respecto al extracto acuoso en ambas fases del parásito y solo se encontró 

diferencia significativa respecto al extracto acuoso. Al separar el extracto 



clorofórmico por cromatografía en columna, se obtuvieron 28 fracciones, las cuales 

se homogeneizaron por medio de cromatografía en capa fina y se probaron contra 

epimastigotes y tripomastigotes a las concentraciones de 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g / mL. De 

estas fracciones obtenidas, la 5 demostró mayor actividad contra el parásito, 

respecto a las demás fracciones probadas. El estudio fitoquimico demostró la 

presencia de f1avononas, esteroides y terpenos. 

De la fracción 5 en una segunda cromatografía en columna, se obtuvo un sólido 

blanco que se ha denominado sólido A, con el cual se realizaron bioensayos, 

encontrando la mejor actividad inhibitoria en la concentración de 6.6 ~g / mL contra 

ambas fases del parásito. Asimismo, con una tercera cromatografía en columna se 

obtuvo otro sólido al cual se le designó como sólido S y se realizaron los bioensayos 

correspondientes, encontrándose inhibición más alta con 6.6 ~g/mL. 

El sólido S se sometió a un análisis por cromatografía de gases-masas y se encontró 

que este sólido es una mezcla de seis compuestos que son metil-cetonas lineales. 

Con el sólido S se hizo una curva de concentración-efecto, encontrando que la 

inhibición del parásito es concentración-dependiente y la dosis-letal5Q (DL50) 

correspondió a 158.4 ~g / mL contra ambas formas del parásito. 

En la fase de amastigotes los bioensayos se llevaron a cabo en la línea celular Vera, 

con los extractos acuoso, metanólico, clorofórmico, la fracción 5, el sólido A y el 

sólido S, en todos los casos se observó baja actividad en esta fase del parásito y sin 

embargo no presentaron toxicidad celular. 

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la actividad tripanostática y 

tripa nacida de los compuestos obtenidos Senna vil/osa es significativa . 
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ABSTRACT 

The haemoflagellate protozoan Trypanosome cruzi (T. Cruzi) , is the causal agent of 

Chagas disease which is transmitted to the human body by insects from the 

Reduviidae family, especially Triatoma, Rhodinius and Panstrongylus. 

Chagas' disease is found widely distributed in Central and South Ameriea. The high 

morbidity and mortality rates of the disease cause very important health, social and 

economic problems in Latin Ameriean countries. 

Chemotherapy against Chagas' disease is unsatisfactory due to the toxicity of the 

available drugs and the development of drug resistance. One possible solution to 

these problems is to find drugs which have already been developed for other uses in 

humans and have thereby been proved to have low toxicity. An example of this 

approach is offered by the potential use of natural products, commonly used in 

traditional medicine. 

Senna vil/osa is a medicinal plant traditionally used in the Mayan region . It has 

antimicrobial activity against grampositive bacteria and fungus. With this background 

in mind, we decided to study the methanol, chloroform and aqueous extracts from the 

leaves of S. Vil/osa against the epimastigotes and trypomastigotes of T. cruzi. They 

all demonstrated an inhibition of growth in both phases of the parasite at 

concentrations of 1.65, 3.3 and 6.6 ~g / ml. 
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It was observed that methanol and chloroform extracts show a higher inhibition of 

growth than the aqueous extract against both forms of the parasite, and the only 

significant difference observed was between the aqueous extract and the methanol 

and chloroform extracts. 

The chromatographic separation of the active chloroform extract provided 28 fractions 

which were analyzed by Thin Layer Chromatography (TLC) and tested against the 

epimastigotes and trypomastigotes from T. cruz; at concentrations of 1.65, 3.3, and 

6.6 ~g / ml. Of the 28 fractions obtained , fraction 5 showed greatest activity against the 

parasite. Phytochemical study of fraction 5 demonstrated the presence of flavonones, 

steroids and terpenes which might explain its activity. 

A second chromatography was carried out on fraction 5 and a white solid 

denominated sol id A was obtained on which a bioassay was performed in triplicate, 

and the highest inhibitory effect was achieved at 6.6 ug/ml against both phases of the 

parasite. 

The solid B was analyzed by GC/MS and main reported mixed six compounds are 

methyl-cetone lineal. 

In the same way another solid , denominated solid B, was obtained and the 

corresponding bioassays in triplicate were carried out. The highest inhibitory effect 

against growth of epimastigotes and trypomastigotes was found at 6.6 ~g / ml. 

A concentration/effect curve was elaborated for solid B, with the finding that the 

inhibition of the parasite is concentration dependent and the lethal doseso (LOso) 

corresponded to 158.4 ~g / ml against both forrns of the parasite. 
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In vi/ro bioassays on amastigote forms of T. cruzi were carried out on VERO cells 

with the aqueous, methanol and chloroform extracts, fraction 5, solid A and solid B. 

Low activity was observed in each one of these cases in this phase of the parasite, 

and no cellular toxicity was observed. 

From these results we can conclude that trypanostatic and trypanocidal activity of the 

compounds obtained from S . vil/osa is significant. 
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INTRODUCCiÓN 

Al inicio del siglo XXI la farmacognosia alcanza relevancia como resultado del 

crecimiento explosivo del uso de remedios herbolarios en la práctica de la 

farmacia moderna, sobre todo en Europa y América de Norte, ampliando sus 

áreas de investigación hacia aspectos de biologla celular y molecular en relación a 

productos naturales y fitoterapia, aunado al desarrollo de métodos analíticos 

tradicionales y fitoquimica. El estudio sistemático de los remedios herbolarios 

ofrece a los grupos de estudiosos de la farmacognosia, una atractiva área de 

investigación, sobre los principios biológicamente activos de fitomedicinas, su 

modo de acción, sus interacciones, el control de calidad y el desarrollo de ensayos 

clínicos (Kinghorn AD, 2001). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) a partir de la Declaración de Alma 

Ata, propuso apoyar la utilización de los recursos tradicionales, así como de los 

propios de la medicina generada en el modelo biomédico (Taddei-Bringas GA y 

cols., 1999). Esta organización reporta más de 20,000 especies de plantas 

diferentes que han sido empleadas con propósitos medicinales por las poblaciones 

humanas. Además el 80% de las personas que habitan en paises en vías de 

desarrollo, dependen aún de las medicinas tradicionales para el cuidado primario 

de la salud (OMS, 1978). 
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En este contexto los conocimientos de la Medicina Tradicional Maya, han sido 

ampliamente usados para la atención de diversos problemas relacionados con la 

salud del hombre. En virtud de lo cual, en las comunidades indigenas y de 

escasos recursos de esta región, algunas de las enfermedades infectocontagiosas 

se tratan de manera empirica, aplicando estos conocimientos. 

Es importante señalar que diversos estudios en el campo de la antropologia 

médica , han documentado desde hace varios años, la interrelación de los 

remedios de la herbolaria que existe entre los pobladores de una localidad, los 

curanderos y el personal de salud institucional, médico y paramédico (Taddei­

Bringas GA. y cols., 1999). 

Con el presente estudio se pretende generar conocimientos de utilidad que 

brinden un sustento científico sobre el empleo de las plantas medicinales de la 

región maya , para el tratamiento de enfemnedades parasitarias, entre las que se 

encuentra la enfermedad de Chagas, cuyo agente etiológico es Trypanosoma 

cruzi, cumpliendo de esta manera, con el compromiso de la comunidad académica 

de responder a las necesidades que demanda la sociedad sobre la generación de 

nuevos conocimiento que repercutan en su beneficio. 

Es necesario señalar que ninguno de los compuestos estudiados para el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas han sido considerados seguros, 

completamente efectivos y de bajo costo, por lo que en este estudio, se evalúa la 

actividad antitripanocida de la planta Senna vil/osa, que se utiliza en la medicina 

tradicional maya como antiinflamatorio, cicatrizante, en el tratamiento del acné y 

de los trastornos de la menstruación (Pech G, 1996). 
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1.1 Enfermedad de Chagas 

1.1.1 Generalidades 

La Tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas es un grave problema 

de salud pública en casi todos los paises del Continente Americano, debido a la 

interacción de factores geográficos y ecológicos que intervienen en la 

epidemiología de la enfermedad, propiciando una mayor transmisión por medio 

del vector. 

La OMS reporta que el número de personas infectadas es de 15 a 20 millones, 

aproximadamente, es la causa de 60,000 óbitos por año y aproximadamente 

50,000 pacientes mueren cada año por la enfermedad, además 100 millones se 

encuentran en riesgo de contraer la enfermedad (WHO, 1998). En la república 

mexicana, en los últimos años se refieren aproximadamente 3 millones de 

personas infectadas (WHO, 1995; Gloss G y cols., 1990; Hagar J, 1991; 

Fernández-Ferreira E, 1999; Moncayo A, 1997). 

El agente etiológico de esta patologia es el Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, 

protozoario hemoflagelado, que es transmitido a los humanos y otros mamíferos 

por insectos vectores correspondientes a 3 géneros: Triatoma, Rhodnius y 

Panstrongylus. Así mismo, muchos animales silvestres y domésticos son 

considerados reservorios (perro, roedores, zarigüeya), los cuales con frecuencia 
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conviven con el hombre (Guzmán E y cols., 1994; Zavala J y cols., 1996; 

Schvartzapel AJ, 1997). 

Otras vias de transmisión son la transfusión sanguinea , el paso trasplacentario, la 

manipulación de animales infectados, la leche materna, accidentes en el 

laboratorio y en menor importancia la via oral (Barrera M y cols., 1991 ; Rodriguez­

Félix ME, 1995; Galel SA, 1996). 

La infección de los triatomineos con T. cruzi es un indicador de la posible 

existencia de hospederos vertebrados portadores de tripomastigotes coexistiendo 

en el mismo ecotopo. 

Asimismo, es importante señalar que la magnitud con que se reporta la 

enfermedad , varia de acuerdo a múltiples factores que dependen del hospedero 

humano, de los transmisores y de las cepas del parásito. 

Las manifestaciones clínicas varian desde una infección inaparente hasta 

alteraciones cardiacas graves, que conllevan a una considerable disminución de la 

vida productiva de las personas que la padecen , incluso, puede ocasionarles la 

muerte. 

El pronóstico de la enfermedad es incierto, ya que no se cuenta con un fármaco 

especifico con la capacidad de destruir al parásito y que a la vez carezca de 

efectos adversos, por lo que cuando se instala la fase aguda de la enfermedad, 

ésta puede prolongarse hasta dos meses, debido a que los pacientes chagásicos 

no pueden eliminar los parásitos, aunque algunos pueden retrasar la proliferación 

e infectividad con sus mecanismos de defensa (Brener Z, 1980; Barrera M y col s., 

1990; Bestetti RB y cols ., 1997; Andrade ZA, 1991 ). 
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La quimioterapia de la enfermedad de Chagas es un problema sin resolver, por lo 

que se continúa en la búsqueda de fármacos alternativos. Actualmente se cuenta 

con dos compuestos nitroheterocíclicos utilizados en la clínica, los cuales son 

restringidos por su alta toxicidad . Se han estudiado un gran número de 

compuestos por diferentes vías de administración, principalmente dirigidos a 

inhibir la proliferación de epimastigotes, una de las tres fases evolutivas del 

parásito, como los derivados de purinas y los inhibidores de la tripanotiona 

reductasa (Henderson y cols. , 1988, Docampo R, 2001). 

El desarrollo de fármacos contra T. cruzi ha ocurrido en dos fases: 

1.- En 1960 al desarrollarse fármacos de manera empírica, ya que el tratamiento 

se basaba principalmente en las observaciones clínicas y 2.- en los años setentas 

con el uso de nifurtimox y benznidazol. 

Dada la situación, se requiere la identificación de compuestos altemativos y 

sustitutos para el nifurtimox y el benznidazol, lo cual es vital para abrir campos de 

investigación que ofrezcan beneficios potenciales de índole social e impacto 

económico, en cuanto a la cura de la enfermedad de Chagas, suceso de gran 

interés a nivel de países en vía de desarrollo. 

A partir de 1980 se llevaron a cabo estudios sobre los mecanismos de acción de 

una gran variedad de fármacos y aproximadamente el 50% de los compuestos 

investigados entre el período de 1980 a 1992, se estudió solamente su efecto 

sobre la proliferación de la fase evolutiva de epimastigote (de Castro SL, 1993). 

Actualmente ha resurgido el interés por los productos naturales y sus derivados 

como constituyentes de fármacos de uso clínico. En la región maya se utiliza 
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Senna vil/osa (Saalch 'e), en la medicina tradicional, la cual tiene actividad 

antimicrobiana contra bacterias gram positivas y hongos, en virtud de lo cual se 

propone determinar si también tiene actividad tripanocida y cual es el compuesto 

bioactivo contra T. cruz;. 

1.1.2 Agente causal 

Trypanosoma cruz; es un protozoario hemoflagelado perteneciente a la familia de 

los Tr;panosomatideos , orden de los Kinetoplastideos y a la clase Zoomast;g;na. 

Esta familia comprende parásitos de vida libre, monogénicos y digénicos de 

invertebrados y plantas, así como, parásitos digénicos de invertebrados y 

vertebrados como los géneros Trypanosoma y Le;shman;a (McGhee RB y cols., 

1980; Markell E y cols ., 1990; Tay-Zavala J y cols., 1991). El parásito presenta un 

ciclo de vida complejo que involucra cuatro estadios de desarrollo, dos en el 

insecto vector y otros dos en el hospedero mamifero. Existen además otros 

estadios intenmedios que hacen más complejo el ciclo vital. Los estadios se 

definen por su fonma, por la posición del cinetoplasto respecto al núcleo y por la 

región de donde emerge el flagelo y son: epimastigote, tripomastigote sanguíneo, 

tripomastigote metacíclico y amastigote (Brener Z, 1971; Kirchhoff LV, 1993; 

Kirchhoff LV, 1995). 
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1.1 .3 Morfología 

Epimastigote : es de forma fusiforme de 20-25 flm de longitud. se encuentra en el 

insecto vector y en los medios de cultivo, asimismo, es la forma replicativa y no 

infectiva para el hospedero mamífero incluyendo al hombre. El cinetoplasto se 

encuentra en posición anterior muy cercano al núcleo y tiene un flagelo que forma 

una pequeña membrana ondulante, presenta una forma de multiplicación por fisión 

binaria longitudinal que se realiza en el intestino de los triatomineos, dando lugar a 

los tripomastigotes meta cíclicos (Mandell y Velasco, 1991) (Figura 1) 

N 

e 
~ 

F I I 
,OIOmm 

Figura 1.- Morfología de un epimastigote: e, cinetoplasto; F, flagelo; N, núcleo 

Tripomastigote metaciclico: es de forma alargada, mide 20-25 flm de longitud, un 

cinetoplasto generalmente esférico subterminal posterior al gran núcleo vesiculoso 

que posee, conformado principalmente por DNA y una única mitocondria . A lo 
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largo del cuerpo emergiendo del extremo posterior, presenta un flagelo con una 

membrana ondulante. Es la fase no replicativa , infectiva para el humano u otros 

mamiferos, es el producto de la diferenciación de los epimastigotes en el intestino 

posterior del insecto vector, el cual al emitir sus deyecciones elimina esta fase del 

parásito para posterionnente penetrar por mucosas o soluciones de continuidad en 

el hospedero mamífero e infectarlo (Markell E y cols., 1990; Tay-Zavala J y cols., 

1991 ). 

Tripomastigote sanguíneo (Figura 2): morfológica mente es igual al tripomastigote 

metaciclico, es la fase que proviene de la diferenciación de la fase de amastigote, 

no es replicativo pero si infectivo, ya que puede infectar nuevas células o pasar al 

insecto vector y cerrar el ciclo biológico del parásito (Koerich LB y cols., 2000; 

Wainszelbaum MJ y cols., 2003). 

e 

N 

Figura 2.- Morfologla de un tripomastigote sangu lneo y metaciclico: F, flagelo; e, 

cinetoplasto; N, núcleo; Mo, membrana ondulante. 

Amastigote (Figura 3): es la forma intracelular en el hospedero mamlfero, es 

redondeado de 2-2.5 ¡.tm con el flagelo interno dentro de una bolsa, con un gran 
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núcleo y un cinetoplasto compacto en forma de bastoncito o esférico. Es una 

forma replicativa, producto de la diferenciación de tripomastigotes metacíclicos y 

sanguíneos con capacidad de infectar otras células además de las del sistema 

reticuloendotelial (Faust e, 2003). 

t----t 
.OOlmm 

N 

e 

F 

Figura 3.- Morfología de un amastigote: N, núcleo; F, flagelo; e, cinetoplasto. 

Tanto el amastigote como el epimastigote se multiplican por fisión binaria con la 

siguiente secuencia: a) el corpúsculo basal del flagelo se replica y crece un nuevo 

flagelo a lo largo del viejo; b) el cinetoplasto se divide en dos como consecuencia 

de la división de las mitocondrias; c) el núcleo se divide mitóticamente, los 

cromosomas en anafase emigran a lo largo del cariosoma alargado, mientras que 

la envoltura nuclear permanece intacta; d) se inicia una hendidura en la posición 
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terminal anterior, dando como resultado la formación de dos nuevos parásitos 

(Brown HM , 2000). 

Figura 4.- Ciclo vital de Trypanosoma cruzi en el hombre, en reservorios 

mamiferos y en el triatomineo. Tripomastigotes en sangre de mamiferos, 

epimastigotes en el intestino posterior del vector y amastigotes intracelulares. 

1.1 .4 Ciclo biológico 

El ciclo biológico del parásito (Figura 4) inicia cuando el insecto vector adquiere los 

tripomastigotes al alimentarse de hospederos mamiferos infectados. En el tubo 
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digestivo del insecto, en el transcurso de 8-10 dias se desarrolla un ciclo, durante 

el cual las formas de tripomastigotes ingeridas con la sangre, se transforman en el 

estómago del insecto en epimastigotes, los cuales avanzan al intestino medio 

donde se multiplican por fisión binaria longitudinal para finalmente proliferar y 

transformarse en tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior del insecto, 

el cual elimina estas formas con las deyecciones, las cuales son la forma infectiva 

para los hospederos mamíferos. La infección no se verifica mediante la picadura, 

ya que los tripomastigotes no se eliminan con la saliva del triatoma. Durante la 

picadura el insecto defeca y elimina en las heces las formas infectantes, que 

atraviesan la piel a través de la pequeña herida ocasionada por la probóscide del 

insecto o de erosiones minimas que el individuo se provoca al rascarse, en 

ocasiones los parásitos penetran también a través de la conjuntiva. Una vez que 

han atravesado piel o mucosas, penetran a los macrófagos subcutáneos locales y 

adquieren la forma de amastigote infectando nuevos macrófagos en cuyo interior 

se reproducen rápidamente y a los 4 o 5 días se rompen transformándose en 

tripomastigotes sanguíneos para diseminarse por vía hematógena a todo el 

organismo invadiendo diversos tejidos y órganos (corazón, músculos, etc.) en 

donde nuevamente adquieren la forma de amastigote, proliferan abundantemente 

y determinan las lesiones típicas de la enfermedad. 

El ciclo biológico se completa cuando un triatomineo se alimenta de un mamífero 

infectado y adquiere el parásito (Lammel EL y cols., 1985; Mortara RA y cols., 

1999; Rose NR, 1998). 
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1.1.5 Fases de la infección 

La Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una parasitosis de 

larga evolución cuya sintomatologia es tan variada como las diferentes lesiones 

que produce el agente etiológico, de manera que comprende dos procesos 

diferentes: 

1.- La infección con T. cruzi, que no produce signos ni sintomas patológicos y solo 

se manifiesta por presencia transitoria de tripanosomas o de inmunoglobulinas 

especificas en la sangre. 

2.- La enfermedad de Chagas, durante la cual se pueden presentar tres fases: 

a) Fase aguda: que de ordinario se presenta en niños, llamada también de inicio, 

la cual tiene una duración de 20 a 30 dias , con un periodo de incubación variable 

entre 7 Y 14 dias y con un tiempo medio de una semana, durante la cual se 

encuentran parásitos en sangre periférica . 

Al inicio, la enfermedad puede ser asintomática o presentar fiebre elevada, 

seguida frecuentemente a las 2 semanas, por un depósito de material mucoide en 

los tejidos que causa tumefacción dura y piel seca , a menudo de todo el cuerpo, 

con escalofríos, cefalea, mialgias, taquicardia, adenopatías, astenia, adinamia, 

hepatomegalia y esplenomegalia. Se pueden presentar signos conocidos como 

"puerta de entrada" y son : el complejo oftalmoganglionar o Signo de Romana, que 

se caracteriza por edema bipalpebral unilateral con adenopatía periauricular 

satélite, que ocurre solo en el 50% de los casos agudos (Figura 5) y el Chagoma 

de inoculación que se caracteriza por lesiones inflamatorias en piel que pueden 
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ser focales, nodulares, eritematosas, endurecidas o descamativas (Primavera KSC 

y cols., 1990). 

Clínicamente se puede presentar taquicardia, cardiomegalia leve o insuficiencia 

cardíaca congestiva, que se manifiesta en el electrocardiograma con arritmias 

sinusales, trastornos de conducción intraventricular como bloqueos de rama y 

miocarditis que generalmente son de mal pronóstico. 

Las cepas neurotropas invaden principalmente la neuroglia, ocasionando una 

reacción inflamatoria apareciendo una encefalitis que produce ansiedad, 

irritabilidad, embotamiento mental ya veces coma, acompañados tal vez de signos 

de irritación meníngea. 

Esta fase afecta principalmente a niños (40-50%), en los cuales puede ocasionar 

muerte súbita por cuadros de miocarditis y meningoencefalitis, siendo esta última 

causa de muerte en el 50% de los casos. En los niños coinfectados con el virus de 

inmunodeficiencia humana la infección es grave y la medicación específica para T. 

cruz; puede provocar efectos adversos de mediana intensidad. 

La miocarditis se manifiesta con taquicardia, debilidad, dolor toráxico y 

alteraciones electrocardiográficas, apareciendo insuficiencia cardiaca congestiva. 

La muerte puede sobrevenir por insuficiencia miocárdica o paro cardiaco. 

Asímismo, ocurre invasión de células adiposas, por lo que aparecen numerosos 

nódulos subcutáneos hipersensibles que se denominan lipochagomas (Prata A, 

1994; Faust C, 2003). 
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Figura 5.- Signo de Romaña, más frecuente en niños y caracterizado por edema 

bipalpebral unilateral, acompañado de linfadenopatia periauricular y conjuntivitis. 

b) Fase Indeterminada: se caracteriza por ser una fase asintomática o de latencia 

con evidencia parasitológica ocasional y/o serología positiva, con alteraciones 

electrocardiográficas o digestivas y linfadenopatía generalizada, las cuales pueden 

durar 30 años y de éstas el 30% pueden evolucionar a la fase crónica y en 

algunos casos puede ocurrir muerte súbita (Rossi M y cols., 1990; Marín-Neto JA y 

cols., 1999; Abate T y cols. , 1993). 

c) Fl:\~e crónica: los síntomas crónicos en adultos son el resultado de arritmias y 

dilatación del corazón, esófago y colon. También se ha descrito el crecimiento 

anormal del hígado, intestino, esófago, ureteros y vejiga. La parasitemia 

persistente contribuye al desarrollo de la patología crónica, y las lesiones 
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nerviosas que se producen durante la fase aguda de la infección son responsables 

de las manifestaciones tardias de la fase crónica. Los síntomas de esta fase 

guardan relación problablemente con la lesión producida en la fase crónica, por lo 

que la gravedad de los síntomas depende de la localización principal de los 

parásitos intracelulares en este momento. Las células consideradas blanco son los 

cardiomiocitos, esta interacción cardiomiocito-parásito es facilitada por receptores 

de manosa localizados en la superficie de las células del músculo cardiaco y el 

incremento de la invasión del T. cruz; depende de los niveles de calcio y de 

mecanismos dependientes de la cinasa PI3 asociada a la membrana plasmátíca 

de los cardiomiocitos (Zavala J y cols., 1995; Mendoza J y cols., 1995; Burleigh BA 

y cols ., 2002; Woosley AM y cols., 2003; Faust e, 2003). 

Se han descrito síntomas cardiacos, meningoencefaliticos, míxedematosos, 

seudomixedematosos y suprarrenales. Se producen alteraciones del peristaltismo 

debido a la destrucción de los ganglios autónomos del interior de la pared del 

colon . La disfagia es el síntoma principal del megaesófago, dando lugar a 

regurgitación de alimentos no digeridos. 

La forma cardiaca , afecta aproximadamente al 50% de los pacientes con síntomas 

crónicos, los cuales presentan signos de miocarditis con bloqueo 

auriculoventricular, adelgazamiento apical del ventrículo izquierdo, dilatación de 

ventrículos y aurículas, lesiones inflamatorias del miocardio, rara vez lesiones 

pericárdícas y diversos grados de fibrosis, inducidas por la interleucina-1 (Lauria­

Pires L, 2000; Tareleton RL y Zhang L, 1999). 
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La prevención y el control de las infecciones agudas podrian reducir el número de 

lesiones nerviosas y por lo tanto, modificar el panorama de las patologias crónicas 

(Prata A, 1994; Machado ER y cols., 1998; Leal MN y cols., 1999; Monteón-Padilla 

V y cols., 2001; Faust C, 2003; Petersen CA y col., 2003). 

1.1.6 Criterios de curación de la enfermedad de Chagas después del 

tratamiento 

Los criterios de curación incluyen la negativización de la parasitemia demostrada 

por hemocultivo y algunas pruebas serológicas. Para confirmar los resultados 

negativos se requiere aplicar por lo menos dos técnicas serológicas y éstas 

pueden ser hemaglutinación directa o indirecta, inmunofluorescencia, reacción de 

fijación de complemento y ELlSA. Otros métodos de diagnóstico incluyen el 

examen microscópico de la interfase de células después de centrifugar sangre y el 

hemocultivo. Estos métodos muestran diferente sensibilidad y especificidad. 

Durante la fase aguda el xenodiagnóstico es la prueba más sensible (92%), la cual 

puede ser usada también para el estudio de la susceptibilidad de los animales de 

laboratorio ante diferentes cepas de T. cruzi. Mientras el xenodiagnóstico se ha 

mostrado negativo después del tratamiento con tripanocidas efectivos, pruebas 

serológicas convencionales como la inmunofluorescencia y la fijación de 

complemento persisten positivas. Consecuentemente la evaluación de la curación 

es aún controversial. Por medio de la prueba de lisis mediada por el complemento 

(CML), se detectaron anticuerpos líticos (LA) de T. cruzi que se adosan a los 

epítopos de tripomastigotes vivos y están relacionados con la resistencia del 
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huésped a la infección. La serología de anticuerpos convencionales (CSA) detecta 

inmunoglobulinas en sueros de pacientes con infecciones chagásicas, pero a 

diferencia de los LA, no reconoce tripomastigotes vivos. La presencia de LA se ha 

usado como un importante criterio de evaluación en la curación de la enfermedad 

de Chagas. Además, puesto que en algunos pacientes ambos tipos de anticuerpos 

desaparecen después del tratamiento eficaz, estos resultados sugieren que la 

curación de la enfermedad de Chagas no se basa solamente en el 

xenodiagnóstico negativo, sino también en la eliminación de los anticuerpos 

detectados por serología convencional y por la prueba de CML (Mandell E y Voge 

M 1991 ; Kang Y y cols. 1998). 

1.1.7 Pronóstico 

En la fase aguda de la enfermedad de Chagas, el pronóstico depende de una 

serie de factores, tales como la edad , el estado de nutrición , el sistema inmune, el 

tipo y la intensidad de las manifestaciones presentadas por el paciente. Casi 

siempre la enfermedad tiene carácter más grave en los lactantes sobre todo en los 

de corta edad. a los que le puede ocasionar la muerte. En las zonas endémicas, 

donde la enfermedad es muy frecuente, el mal de Chagas es un factor importante 

de mortalidad infantil. 

El prognóstico de la cardiopatía chagásica crónica es variable y depende 

principalmente, del grado de aumento del corazón , del tipo de trastorno del ri tmo 
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cardiaco, del grado de insuficiencia cardiaca y de la tendencia evolutiva de la 

infección. La muerte puede sobrevenir súbitamente (inclusive en sujetos que 

aparentemente se hallan sanos), o bien luego de un tiempo de padecimiento 

imputable a falla del corazón (Hoft DF y cols. , 2002; Kierszenbaum F, 1999; 

Girones N y cols ., 2003). 
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11. ANTECEDENTES 

2.1 Agentes quimioterapéuticos contra Trypanosoma cruz; 

Actualmente no existe un tratamiento efectivo contra la enfermedad de Chagas 

y los fármacos disponibles solamente destruyen a los parásitos extra celulares. 

Un 60% de los tratamientos resultan efectivos durante la fase aguda de la 

enfermedad , lo que lleva a la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos. 

El agente tripanocida ideal debe ser: 

a) Selectivo y potente, tanto contra amastigotes intracelulares como contra 

tripomastigotes extracelulares; 

b) De acción tripanocida rápida y completa; 

c) Efectivo para impedir la evolución de las formas agudas e indeterminadas 

de la infección; 

d) Su farmacodinamia debe alcanzar niveles efectivos tripanocidas de 

concentración del fármaco en el plasma sanguíneo, en flurdos biológicos y 

en tejidos y además no debe inducir resistencia del parásito al 

medicamento 

e) Estable y de preferencia, efectivo por vía de administración oral. 
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El tratamiento de las infecciones por T. cruzi es considerado uno de los més 

insatisfactorios. Aunque ya se han descrito variaciones en cuanto a la 

susceptibilidad del paré sito al nifurtimox y al benznidazol en ratones infectados 

crónicamente con cepas de T. cruzi, seria importante conocer la prevalencia de las 

distintas cepas y su respuesta a los medicamentos disponibles. Durante las seis 

décadas pasadas se han probado més de 100 productos experimentales con 

diferentes estructuras quimicas para el tratamiento de las infecciones producidas 

por T. cruzi, pero sólo algunos de ellos han completado la fase precllnica con éxito ' 

relativo; por ejemplo: bisquinaldina (1937), 8-amino-quinilinas (1949), 5-

nitrofuranos (1952), nitroimidazoles (1961), nitrotiazoles (1966), 2-nitroimidazoles 

(1968) y alopurinol (1968). 

También se han usado compuestos arsenicales trivalentes, fenantridinos, 

ribofuranocipurinas, nitrofurazona y levofuraltadona, los cuales ocasionan efectos 

adversos como pOlineuritis y anemia hemolitica, relacionados con deficiencia de 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y depresión de la médula ósea, por lo que se 

prohibio su uso. Solamente dos compuestos tripanocidas han sido aceptados, 

registrados y comercializados por autoridades nacionales de salud en paises de 

América Latina: nifurtimox (1972-1992), actualmente removido del mercado y 

benznidazol disponible desde 1975. Las tetraciclinas son inactivas y los esteroides 

estén contraindicados. La quimioterapia esté contraindicada en mujeres grévidas y 

con niños en lactancia materna. Se recomienda tratar a los donadores de tejidos y 

órganos dos semanas antes de la donación, y a los recipientes, dos semanas 

después de la intervención. 
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2.1.1 Benznidazol: (N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamina; R07-1 051), nombre 

comercial Rochagan (Roche Company), actúa inhibiendo la síntesis de protelna y 

del RNA del parásito, a concentración de 100 mg/kg/h provoca inhibición total de 

la producción de proteína y 100 mg/kg/día mantiene niveles plasmáticos máximos 

y mínimos por encima de la concentración míníma inhibitoria. 

Se elimina por biotransformación, 70% en orina, durante las 72 horas después de 

terminado el tratamiento, y sólo una pequeña cantidad se elimina por las heces. 

No se observa aumento significativo en la frecuencia de aberraciones 

cromosómicas, ni en las células de médula ósea, ni en los micronúcleos de las 

células de sangre periférica de los animales expuestos aguda o crónicamente al 

benznidazol in vivo. Ocasiona exantema multiforme, anorexia, artralgias, cefalea, 

neuropatías como: parestesia e hiperestesia, cólicos, náusea, vómitos y 

epigastralgia. 

Es importante señalar que estudios en bacterias y células de mamíferos han 

demostrado que tanto el nifurtimox como el benznidazol causan serios efectos 

colaterales, sobre todo cuando deben ser administrados durante períodos 

prolongados (Souza SC y cols ., 1991). 

2.1.2 Actlnomlclna O: antibiótico que actúa bloqueando la capacidad infectiva, 

retardando la inmunogenicidad protectora en ratones, contra la infección virulenta 

(Queiroz da Cruz y cols. , 1991). 

26 



A concentración de 50 ¡.¡g/mL causa las siguientes modificaciones sobre 

tripomastigotes: pérdida de la capacidad de replicarse en medio de cultivo, en 

sangre y en tejidos de ratón; incapacidad para penetrar en células Vero e 

imposibilidad de replicarse dentro de macrófagos normales e incapacidad de 

inducir lesiones histológicas propias de la enfermedad de Chagas (Antuñano F, 

1997). 

2.1.3 Violeta de genciana: se utiliza en bancos de sangre a una concentración de 

125 mg/500mL, tiene efecto inhibitorio contra el estadio de tripomastigote. Su uso 

está restringido por la coloración que adquieren los tejidos y la piel (WHO, 1995). 

2.1 .4 Anfotericina B: antibiótico polieno con actividad contra tripomastigotes, es 

un compuesto complejo con lípidos de membrana, principalmente esteroles, por lo 

que incrementa la permeabilidad del parásito, causando su destrucción (de Castro 

SL y cols., 1992). 

2.1.5 Fenotiacidas: inhibe el AMPc-fosfodiesterasa de T. cruzi, lo que 

posiblemente induce un incremento de los niveles de AMPc, lo cual podria 

interferir con la proliferación y diferenciación del parásito (Croft SL y cols., 1988; 

Lacuara JL y col. , 1991; de Castro SL y col., 1992). 
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2.1.6 Ketoconazol: 1-acetil-4-(4 )-(2-2,4-diclorofenil)-2-(1 H-imidazol-1-ilmetil)-1-3-

dioxalan-4-yl metoxifenil piperazina, efectivo sobre cultivo de tejidos infectados y 

sobre infecciones agudas, pero no es efectivo en casos crónicos. En 

epimastigotes y tripomastigotes induce una alteración en el metabolismo del 

esterol con acumulación de precursores metilados de ergosterol (McCabe RE y 

cols ., 1988; Goad LJ y cols ., 1989). Combinando el ketoconazol con ergosterol, se 

potencia el efecto sinérgico de ambos sobre la infección con T. cruzi, tanto in vitro 

como in vivo (Urbina JA y cols. , 1991). 

2.1.7 Alopurinol: (4-hidroxipirazolo (3,4-d) pirimidina). Pertenece a inhibidores de 

la biosíntesis de nucleótidos en la vía de las purinas. Inhibe la acción de la 

xantinoxidasa, la cual reduce la oxidación de hipoxantina a xantina del ácido úrico 

(Becerra RC y cols ., 1999). 

Es efectivo tanto in vitro como in vivo, con variaciones dependiendo de la actividad 

del fármaco sobre la cepa usada del parásito. Estas variaciones se relacionaron 

con diferencias en la ribonucleósido fosfotransferasa o nucleósido cinasa y en la 

habilidad de transportar el fármaco y en la acumulación del nucleótido (Ávila JL y 

cols ., 1987; Lauria-Pires L y cols., 1988; Gallerano RH y cols., 1990). 

2.1 .8 Naftoqulnonas: puede ser activo contra tripomastigotes. Derivados de 

naftoquinoneimina son efectivos contra epimastigotes e infecciones 

experimentales, afectando la permeabilidad de la membrana citoplásmica del 
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parásito lo que sugiere que los radicales de oxígeno pueden estar implicados en 

este proceso (Tarlovsky MN y cols., 1990). 

2.1 .9 Agentes quelantes: algunos agentes quelantes y sus derivados son tan 

efectivos o superiores al benznidazol. Los compuestos más efectivos incluyen: 

N,N,N', N'-tetracis(2-piridilmetil) etilenediamina; dietilamina-N-carboditioato de 

sodio; piperidina-N-carboditioato de sodio y varios de sus análogos; un número de 

otros carboditioatos con dos grupos no polares en el nitrógeno y disulfito de 

tetraetiltiuram, un profármaco de dietilamina-N-carboditioato de sodio, 

ampliamente usado en el tratamiento del alcoholismo. La introducción de grupos 

polares iónicos y no iónicos en la molécula quelante generalmente resulta en la 

pérdida de la actividad tripa nacida. Los datos de dosis-respuesta in vitro indican 

que algunos de estos compuestos inhiben los epimastigotes de T. cruzi a 

concentraciones tan bajas como 0.625 ~g/mL . Este hecho pOdría tener gran 

importancia al impedirse la formación de tripomastigotes a expensas de los 

epimastigotes. Se propone que la acción de estos compuestos se debe a su 

habilidad de interferir con el metabolismo de los metales esenciales en sitios 

intracelulares del epimastigote (fierro, cobre o zinc). El desarrollo de quelantes 

específicamente diseñados para inhibir selectivamente el metabolismo de metales 

esenciales de T. cruzi debe producir una generación nueva de fármacos para el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
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2.1.10 Carboxamidas : son potentes inhibidores de las infecciones producidas por 

T. cruz; en ratón . Los compuestos más activos son el 1-(4-clorobenzil) y 1-(3,4-

diclorobenzil) respectivamente, los cuales son aproximadamente siete veces más 

potentes que el nifurtimox para suprimir los niveles de parasitemia en las 

infecciones agudas por T. cruzi en el ratón. 

2.1.11 Citocalasina B o o: en células musculares del citoesqueleto de corazón se 

inhibe la incorporación de los parásitos entre 65 y 75% después de un proceso de 

pretratamiento de una a tres horas directo a las células cardiacas. Durante el 

proceso de internación del parásito se observan extensiones de sarcolema dentro 

de la vacuola citoplásmica, lo que sugiere que el evento citolitico puede involucrar 

la internación de una membrana propia en las formas metaciclicas de T. cruzi. 

(Antuñano F, 1997). 

2.2. Productos Naturales 

2.2.1 Taxol: substancia aislada de Taxus brevifolia presenta actividad antitumoral, 

interfiere con la proliferación de epimastigotes, previniendo la división celular 

completa pero, permite la multiplicación de organelos y esto sugiere que puede 

comprender la estabilización parcial del citoesqueleto (Baum SG y cols., 1981; 

Sepúlveda-Boza S, 1996). 
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2.2.2 Alcaloides y derivados de carboxamlda: grupo heterogéneo se sustancias 

básicas nitrogenadas fisiológicamente activas y aisladas de hongos, como, el 

ácido lisérgico en criptógamas vasculares (Equisetum, Lycopodium, etc.) y en 

aproximadamente 86 familias de angiospermas. 

La famil ia Solanaceae es rica en alcaloides, algunos se han utilizado para el 

tratamiento de ciertas enfermedades entre las que se encuentra la enfennedad de 

Chagas, demostrando que interfieren en la proliferación de epimastigotes por 

alteraciones estructurales y metabólicas y en la supresión de la parasitemia 

respectivamente (Domínguez XA, 1979; Cavin J y cols., 1987; Fumet A y cols., 

1988; Chabala JC y cols., 1991). 

2.2.3 Antioxidantes fenólicos: frecuentemente utilizados en la industria 

alimenticia, BHT (2,6-di-etil-butil-4-hidroxitolueno) y BHA (2-mono y 2,6-di-etil­

butilato 4-hidroxianisoles), capaces de sustituir al cristal violeta en la esterilización 

de la sangre usada en transfusiones. Estos compuestos tienen baja toxicidad y 

presentan actividad antitripanocida (Letelier ME y cols., 1990; Morillo A y cols., 

1994; Sepúlveda-Boza S, 1996). 

2.2.4 Ácido gálico: obtenido de Al/ium sativum oriundo de Asia, actua sobre 

epimastigotes, inhibe la respiración del parásito, ocasionando cambios en la 

motilidad y en la fonna, lisis de parásitos y hemólisis (Antuñano F, 1997). 
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2.2.5 Hidroquinona, monoterpenos y piquerol A: obtenidos de Oxandra 

espintana tienen actividad tripanocida contra epimastigotes a concentración de 

100 ~g/mL (Dominguez XA, 1979; Hocquemiller T y col. , 1991 ). 

Es importante señalar que los productos naturales fueron de inicio la fuente de 

todos los fármacos, por lo que la purificación de sustancias medicinales a partir de 

plantas fue la preocupación principal de la quimica medicinal durante el siglo XIX 

(de Castro SL, 1993; Kinnamon KE y cols ., 1998). 

Entre los trabajos que se han realizado en compuestos naturales contra miembros 

de la familia Tripanosomatidae se encuentran los de Fournet A (1995) en Bolivia, 

quién utilizó dos aceites esenciales extraídos de dos plantas medicinales 

(Minthostachys andina y Hedomea mandonianum), de las cuales el primero mostró 

actividad insecticida del 30 al 50% de mortalidad contra vectores de la enfermedad 

de Chagas (Rhodnius neglectus y Triatoma infestans) (Fournet A, 1996). 

Sepúlveda y cols. (1995). estudiaron los metabolitos activos de diversos productos 

naturales como miconidin derivado de la hidroxiquinona y los monoterpenos 

espintenol y pique rol A, demostrando actividad tripanocida, ya que a 

concentraciones mínimas inhiben el crecimiento y motilidad de epimastigotes, asi 

como, daño irreversible al DNA y asimismo, sugieren que puedan utilizarse estos 

productos como quimioprofilácticos en los bancos de sangre (Sepúlveda-Boza S y 

cols ., 1995). 

Freiburghaus (1996) en África , estudió extractos de éter, diclorometano, metanol y 

acuoso de 24 plantas medicinales provenientes de 19 familias, las cuales 
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presentaron actividad tripanocida contra Trypanosoma brucei rhodesiense , agente 

causal de la Tripanosomiasis africana o enfermedad del sueño, asi como, efecto 

de citotoxicidad en fibroblastos humanos (Freiburghaus F y cols., 1996). 

En Uganda, estudiaron 9 plantas, demostrando actividad tripanocida in vitro contra 

T. brucei rhodesiense (Freiburghaus F y cols., 1996) y en Etiopía se estudiaron 

hojas y ralees de Moringa stenopetala contra tripomastigotes de T. brucei, T. cruzi 

y contra amastigotes de L. donovani, encontrando actividad únicamente contra 

tripomastigotes a una concentración de 9.2 y 1 O ~g/mL (Mekonnen Y y cols., 

1999). 

Se realizó un tamizaje de plantas propias de Guatemala, usando el extracto de 13 

de ellas para el tratamiento de infecciones protozoarias. Se demostró actividad 

contra bacterias y hongos y entre los protozoarios se evaluó T. cruzi en sus fases 

de epimastigotes y tripomastigotes in vitro y contra tripomastigotes in vivo. 

Se encontró que Neurolaena lobata, Salanum amaricanum, Acalypha 

guatemalensis, Petiveria alliacea y Tridax procumbens presentaron actividad 

contra T. cruzi. Asi mismo se demostró sobre nauplos de Artemia salina, que 

dichos extractos no son tóxicos para las células (Cáceres A y cols., 1998; Berger I 

y cols ., 1998). 

Cavin y colaboradores (1987) obtuvieron alcaloides de diversas plantas y 

realizaron estudios contra epimatigotes de T. cruzi . (Cavin J y cols., 1987) . 

Goulart (1997) estudió la influencia de los potenciales redox sobre la actividad 

tripanocida, utilizando quinonas en bioensayos in vitro contra tripomastigotes, 

observando que a un potencial mayor a - 0.72 V, las quinonas presentaban 
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actividad contra el parásito y a potencial menor eran inactivas (Goulart M y cols., 

1997). 

Marcucci (1997), logró purificar dos compuestos fenólicos: ácido 2(2-difenil-4-

hidroxicinámico y el 2(2-dimetil-6-carboxietini lo-2H-1-benzopireno, de una resina 

llamada Propolis, exudada por diversas plantas brasileñas, presentaron 

bioactividad en contra de tripomastigotes sanguíneos, expuestos a las resinas 

durante 24 horas a 4°C (Marcucci M y cols., 1997) 

En 1997, Ferreira estudió 72 extractos de plantas brasileñas contra 

tripomastigotes de T. cruzi, a una concentración de 2.5 mg/ml, observando que 42 

extractos fueron activos, ya que eliminaron al parásito y 3 extractos fueron 

medianamente activos, ya que el iminaban al parásito entre 40-80% en 24 horas 

(Ferreira F y cols ., 1997). 

Entre la flora brasileña se han obtenido derivados heterocíclicos sintéticos con 

actividad de quinonas (naftooxazol y naftoimidazol), obtenidos de naftoquinonas 

de Tabebuia sp. con actividad lítica contra tripomastigotes sangulneos de T. cruzi. 

Estos derivados son candidatos potenciales para pruebas experimentales 

utilizándolos como agentes que se intercalan en el DNA del parásito repercutiendo 

en el crecimiento y proliferación del mismo (Pinto AV y cols., 1997). 

La actividad de la naftoquinona lapachol y del producto de ciclización del beta­

lapachona obtenidos de tres géneros de Tabebuia se evaluaron contra 

tripomastigotes de T. cruzi. Los resultados demostraron la tendencia tripanocida 

del esqueleto imidazólico e indica que podría ser usado como una molécula con 
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valor potencial para la quimioterapia de la enfermedad de Chagas (Pinto CN y 

cols. , 2000). 

Del extracto de acetato de etilo de Lychnophora granmongoJense (Asteraceae) se 

obtuvieron tres compuestos con actividad tripanocida : centracerina, goyazensolida 

y el flavonoide eriodictiol (Grael CF y cols., 2000). Asi mismo, la dehidroleudina, 

una lactona sesquiterpénica aislada de la misma planta, induce cambios 

morfológicos en tripomastigotes de T. cruzi, a concentraciones entre 5 y 1 O ~g/mL 

en 4 dias ya concentraciones muy elevadas es letal para los parésitos en pocas 

horas (Brengio SD y cols., 2000). De plantas de Guatemala como NeuroJaena 

Jobata también se aislaron lactonas sesquiterpénicas que presentan actividad 

contra promastigotes de Leishmania spp. y tripomastigotes de T. cruzi (Berger I y 

cols., 2001). 

Se conocen los efectos antiprotozoarios de diferentes familias de plantas de 

América Central y América del Sur entre las que se encuentran: Asteraceae, 

Araceae, Moraceae, Solanaceae, Rhamnaceae, Zingiberaceae, Leguminosae y 

Sapotaceae. La mayoria de los extractos obtenidos tuvieron efecto sobre T. cruzi y 

Tricomonas vaginalis , (Muelas-Serrano S y cols., 2000). 

También se han estudiado nueve especies del género Rutaceae entre las que se 

encuentra AJmeidea coeruJea, Pilocarpus spicatus y Conchocarpus inopinatus, . 

contra la forma de tripomastigote de T. cruzi, se aislaron 32 extractos crudos, de 

los cuales 8 presentaron significativa actividad tripanocida a una concentración de 

2 mgJmL, inhibiendo el crecimiento en un 97.3% (Mafezoli J y cols., 2000). 
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Además se ha demostrado la actividad tripanocida de 33 extractos de las 

siguientes plantas: Eugenia uniflora, Acacia artaxacantha, Terminalia ivorensis, 

Terminalia superba y Alchornea cordifolia contra la fase de tripomastigotes 

inhibiendo su crecimiento en un 66.7% a concentraciones entre 13 y 79 IJg/mL y 

ocasionando lisis de los parásitos a concentraciones mayores entre 112 y 137.50 

IJg/mL ( Adewunmi CO y cols ., 2001 ). 

La guanilhidrazona ha demostrado actividad tripanocida. Se han sintetizado 22 

derivados de este meta bolito aromático y la actividad se ha estudiado in vivo, 

encontrándose inhibición del crecimiento de tripomastigotes de T. cruzi. Una 

segunda generación de guanilhidrazonas, que también presentaron efecto sobre 

tripomastigotes son en su mayoria derivados metoxilados, los cuales en estudios 

in vivo utilizados a concentraciones de 100 mg/kg/dia, demostraron actividad litiea 

contra tripomastigotes sanguineos, reduciendo en un 92% los parásitos (Messeder 

JC y cols ., 1995; Messeder JC y cols., 1999). 

Muelas-Serrano (2000), realizó un tamizaje con extractos de plantas de América 

con T. cruzi y Trichomonas vaginalis in vitro, utilizando cultivos de epimastigotes, 

demostrando inhibición de la proliferación de T. cruzi (Muelas-Serrano S y cols., 

2000). 

Se estudió la actividad tripanocida de 15 extractos crudos obtenidos de Penicil/ium 

verrucosum. Se encontró que los extractos metanólico y etanólico fueron los de 

mayor actividad inhibitoria (35%) (Rojas O de A y cols., 1994, Foumet A y cols., 

1997). 
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Otros metabolitos secundarios reportados con actividad antitripanocida, son los 

obtenidos de diversas plantas de la familia Bromeliaceae (Echinodorus 

grandiflorus, Quesnelia quesneliana y Nidularium innocentil), entre los que se 

encuentran flavonoides , terpenoides y esteroides, los cuales han sido utilizados en 

la medicina tradicional como antiinflamatorios, antihelminticos, analgésicos y 

diuréticos, demostrando actividad tripanocida sobre tripomastigotes de T. cruzi en 

un 100% (Stutz CM y cols., 1999; Gibaldi D y cols., 1999; Soares ROA y cols., 

1999). 

Derivados oxazolinicos, imidazól icos, pirrolidinicos, piránicos y ciclopentánicos 

obtenidos de plantas brasileñas del género Tabebuia , demostraron actividad 

inhibitoria contra tripomastigotes (Polaquevitch PF y cols ., 1999). 

Alquil-lisofosfolipidos (edelfosina, ilmofosina y metilfosina) utilizados para estudios 

sobre quimioterapia de cáncer se han probado contra las tres fases evolutivas de 

T. cruzi, los cuales presentaron actividad litiea contra el parásito, al causar daño a 

la membrana plasmática como se describe en el caso de células tumorales, as! 

mismo, causan otras alteraciones como, inclusiones lip!dicas y vacuolización 

progresiva del citoplasma. 

La edelfosina inhibe entre el 40-57% el proceso de metaciclogénesis al inhibir la 

proliferación y diferenciación del T. cruzi, as! como, la interiorización a las células 

del músculo cardiaco (Santa Rita RM y cols ., 1999). 

Dada la dificultad para demostrar al T. cruzi en la fase aguda de la enfermedad de 

Chagas, tanto por metodologia de laboratorio (ELlSA) como por parámetros 

clinicos, se realizó un seguimiento de pacientes en la fase no aguda. Se demostró 
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la tendencia de los anticuerpos específicos a disminuir o desaparecer después del 

tratamiento con benznidazol a dosis de 200 mg/kg/día durante 60 días. Ninguno 

de los pacientes fue negativo al fi nal del tratamiento y solo el 18% de los niveles 

de anticuerpos disminuyó en la fase indeterminada de la enfermedad y el 9.5% en 

la fase crónica (Baptista R y cols ., 1999). 

Se evaluó el compuesto megazol [2-amino-5(1-metil-5-nitro-2-imidazolil)-1,3,4-

tiadiazol] con espectro antibacteriano y antiparasitario con actividad mutagénica, 

contra tripomastigotes en ratones infectados, obteniéndose disminución de la 

parasitemia y demostrando mayor actividad que el benznidazol (Femández­

Ferreira E y cols., 1999; Albuquerque eN y cols., 1999). 

Lignanos obtenidos del extracto hexánico de hojas de Zanthoxylum naranjillo 

(Rutaceae) con actividad contra Plasmodium fa/ciparum, se probaron in vitro e in 

vivo contra tripomastigotes de T. cruzi, de los cuales tres fueron inactivos, tres 

fueron parcialmente activas (hibalactona , querofilina y cubebina) y el 

metilpluviatolide fue el más activo contra tripomastigotes sanguineos, pero inactivo 

contra amastigotes (Bastos JK y cols ., 1999). 

Derivados de criptofolione aislados de las frutas maduras de Cryptocarya alba, 

previamente aislado de C. latifolia y C. myrtifolia , mostraron actividad sobre 

tripomastigotes de T. cruzi, reduciendo su número en un 77% a 250 1l9/mL, 

asimismo se demostró actividad en amastigotes. Tanto el efecto citotóxico como 

el tripanocida fueron similares, por lo que el compuesto presenta poca selectividad 

para ambas formas del parásito (Schmeda-Hirchmann y cols., 2001). 
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De plantas provenientes de Camerún , como la Reneilmia cincinnata, se aislaron 

sesquiterpenos, los cuales fueron probados contra la virulencia de las cuatro 

especies de Plasmodium, utilizando concentraciones entre 1.5 hasta 31 .9 IJg/mL. 

Asl mismo se aislaron diarilheptanoides de Aframomum letestuianum, probados 

contra T. brucei encontrando el mismo efecto que los sesquiterpenos (Tsopmo A, 

2002). 

As l mismo, se estudiaron plantas originarias de Sudán, China y del Mediterráneo, 

contra epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi ocasionando inhibición del 

crecimiento a concentraciones entre 1.7 Y 10.7 IJg/mL (Schinelia GR y cols., 2002; 

AIi H Y cols., 2002 , Abe F y cols., 2002). 

Se investigaron los extractos polares y no polares de 44 plantas colombianas, 

como alternativa para quimioterapia contra Plasmodium falciparum, Leishmania y 

T. cruzi. La actividad antiprotozoaria in vitro se determinó usando promastigotes, 

amastigotes y epimastigotes. Entre las plantas seleccionadas, 15 presentaron 

buena o muy buena actividad contra dichos parásitos: Aspidosperma 

maga/ocarpon, Campnosperma panamense, Conobea scoparioides, Guarea 

polymera, Guarea guidonia, Guatleria amplifolia, Huberodendron patinoi, 

Hygrophita guianensis, Jacaranda caucana, Marita laxiflora, Otaba 

novogranatensis, Otaba parviflora, Protium amplium, Swinglea glutinosa y 

Tabernaemontana obliqua (Weniger B y cols. , 2001). 

Entre la medicina tradicional mexicana se conocen 39 plantas cuyos extractos 

crudos se han estudiado contra T. cruzi ocasionando trastornos en la motilidad de 
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epimastigotes in vitro. De éstas, Aristolochia taliscaana presenta mejor actividad a 

una concentración de 25 a 75 ~g/mL después de 48 horas (Abe F y cols., 2002). 

Otros compuestos estudiados con actividad antitripanocida, fueron seis lactosas 

sesquiterpénicas: helenalina, mexicanina, 1-11-a13-acetato de hidrohelenalina, 

chamisonolida, ivalina e isoalantolactona, aislados de Amica e Inula, los cuales 

presentaron actividad biológica contra tripomastigotes de T. brucei rhodesiense y 

T. cruzi (Schmidt T J Y cols ., 2001). 

Asi mismo, se han aislado cinco ácidos triterpénicos obtenidos del extracto de 

cloruro de metileno de hojas de Miconia fallax y Miconia stenostachya, plantas 

brasileñas; los ácidos ursólico, oleico y gipsogénico tuvieron actividad tripanocida 

contra las formas sanguíneas del T. cruzi , demostrando un 91 % de lisis. Estos 

resultados son similares a los obtenidos con otros ácidos diterpénicos donde la 

presencia de grupos polares fueron importantes por su actividad tripanocida. Otras 

plantas brasileñas con actividad tripanocida son Polygala sabulosa y Polygala 

paniculata (Cunha WR y cols., 2003; Pizzolatli MG y cols ., 2003). 

De Dracocephalum komarovi, planta propia de Uzbekistán, se han aislado 

nuevos icetexano diterpénico (cicloculterona, komaroviquinona, 20-diterpen 

norabietan y dracocefalona). El komaroviquinona presentó in vitro fuerte actividad 

tripanocida contra epimastigotes de T. cruzi (Uchiyama N y cols., 2003). 

Asi mismo, se han considerado compuestos alkilantes (clorambucil) como 

alternativa para el tratamiento de la fase aguda experimental de la enfermedad de 

Chagas, los cuales previenen la división celular del parásito al inhibir la síntesis 
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enzimática , reduciendo el crecim iento y la viabilidad de las tres fases evolutivas 

del parásito (Silva CF y cols., 1999). 

Dentro de las actividades del Programa de Grupos de la Biodiversidad de la 

Cooperativa Internacional de Panamá, se reporta el aislamiento de cinco nuevos 

casana diterpénico, obtenidos de las hojas de Myrospermum frutencens . Dos de 

elios, presentaron mayor actividad contra tripomastigotes y 2 más presentaron 

mayor actividad contra las formas intracelulares del T. cruzi (Torres-Mendoza D y 

cols., 2003). 

Es importante señalar que en el caso de compuestos aislados de plantas y/o 

derivados de estos, unicamente ha sido evaluada su actividad contra el parásito, 

pero no han sido utilizados en la clinica . 

En la región Maya del estado de Yucatán , se encuentra una rica variedad de 

plantas medicinales utilizadas por los indigenas, entre las que se encuentra 

Senna vil/osa , la cual pertenece a la subfamilia Caesalpinoideae, se le conoce 

tambien como Cassia vil/osa, y los nombres populares maya son: Salché o 

Saalch'e, Box Saalch'e, Tsalche, Tuy'ache y Zalché, se utiliza en la medicina 

tradicional para secar granos, ayudar a la cicatrización , curar ronchas, corrección 

de la menstruación y como laxante (Pech G, 1996). 

Recientemente se demostraron propiedades antifúngicas, contra bacterias Gram 

positivas y contra Trypanosoma cruzi, realizándose un análisis previo del extracto 

diclorometánico en ensayos in vitro con la forma de epimastigote del parásito, 

encontrando que presenta una actividad importante contra éste flagelado, 
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actuando como un parasitostático, ya que no se observó la eliminación del T. 

cruzi, sino que al parecer afecta su replicación (Fajardo O, 1998). 

Con base en estos resu ltados se propone éste trabajo con la finalidad de evaluar 

los compuestos bioactivos obtenidos de Senna vil/osa, determinar las 

concentraciones adecuadas para su acción in vitro , así como, evaluar su 

efectividad y realizar los primeros ensayos con el fin de determinar el mecanismo 

de acción contra T. cruzi. 
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2.3 Planta 

2.3.1 Senna vil/osa 

Figura 6. Senna vil/osa, conocida de manera popular en la población maya como 

Saalché. 
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Los géneros Senna pertenecen a la subfamilia Caesalpinoideae y comprende 

árboles o arbustos con hojas pinadas o bipinnadas con flores zigomorfas. 

Es un arbusto de 1 a 3 m de alto, estrellado-tormentoso, de ramas expandidas, la 

corteza es de color café con tonalidades verdosas, sus hojas son de color verde, 

acuminadas de bordes enteros y dispuestas en forma alterna con 3-4 pares de 

hojuelas largamente ovaladas de 2.5 a 6.5 cm. Las flores son hermafroditas de 

color amarillo dispuestas en racimos terminales, con cáliz tubuloso, corola 

acampanada, pétalos con estivación imbri cada y estambres libres. El fruto es una 

vaina de 4 a 5 mm de ancho, carnosa, pubescente de una sola cavidad , con 

estrangulaciones entre las semillas que carecen de endospermos, con cotiledones 

delgados y membranosos (Pech G, 1996; Aguilar J, 1990). 

Esta planta se encuentra en Chiapas, sureste de Oaxaca, Puebla, Baja Califomia 

y el sureste de México desde el centro de Veracruz hasta Yucatán. 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar la actividad in vitro de los diferentes extractos de las hojas de Senna 

vil/osa, contra epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de Trypanosoma 

cruzi. 
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OBJETIVOS ESPECíFICOS 

• Obtener los extractos clorofórmico, acuoso y metanólico de hojas de Sen na 

vil/osa. 

• Determinar la actividad in vitro de los extractos obtenidos de las hojas de 

Senna vil/osa en epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. 

• Aislar el compuesto de Senna vil/osa con actividad contra epimastigotes y 

tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. 

• Determinar la actividad in vitro de los compuestos aislados de S. villosa 

contra tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi. 

• Determinar in vitro la curva dosis-efecto de los compuestos aislados de 

Senna villosa contra tripomastigotes y amastigotes T. cruzi. 

• Determinar la regresión del efecto de los compuestos aislados de S. 

vil/osa contra tripomastigotes yamastigotes T. cruzi. 

• Determinar la dosis letal media (DL50) de los compuestos aislados de 

Senna vil/osa contra tripomastigotes y amastigotes T. cruzi. 

• Determinar in situ el efecto de los compuestos aislados de S. vil/osa 

contra tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi. 
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HIPÓTESIS 

La planta Senna vil/osa tiene actividad antiprotozoaria in vitro por lo tanto tiene 

compuestos que inhiben los tres estadios evolutivos de Trypanosoma cruzi. 
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MATERIAL Y METODOS 

Material biológico 

Parásitos 

Se utilizó la cepa Y de Trypanosoma cruzi, aislada de humano y mantenida 

mediante pases sucesivos en el medio de cultivo de LIT (infusión de higado y 

triptosa), enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB) los cultivos se 

mantuvieron a 28°C, 

Material biológico 

Las hojas de Senna vil/osa fueron recolectadas en el municipio de Molas, en el 

estado de Yucatán, durante los meses de julio a septiembre de 2002 y fue 

autentificada por el Dr, Salvador Flores Guido, Un espécimen se depositó en el 

herbario de la Facultad de Biología de la Universídad Autónoma de Yucatán 

(10,284), Las hojas de la planta se secaron a la sombra y posteriormente se 

molieron, 
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Material y Métodos 

Preparación de los extractos 

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

colocaron 1 kg de las hojas secas y molidas y 5 L de disolvente (cloroformo, 

metanol o agua), la mezcla se calentó a temperatura de reflujo durante 4 horas, se 

dejó enfriar y posteriormente se filtró y el cloroformo o metanol se eliminó en un 

evaporador rotatorio a presión reducida y el agua se liofilizó. 

Preparación de los extractos para los bioensayos 

En una solución de buffer de fosfatos (PBS) pH 7.6, se disolvió el extracto 

clorofórmico, metanólico o acuoso, después se le adicionó ácido N-2-hidroxietil 

piperazina-N'-etanosulfónico 1 M (HEPES), hasta neutralizar la solución, 

posteriormente se centrifugó por 5 min a 14,000 rpm, se tomó la fracción soluble, 

que se esterilizó por filtración con membranas millipore de 0.22 flm y fina lmente se 

conservó en congelación hasta su uso. 

El disolvente empleado (PBS alcalinizado y neutralizado con HEPES) se esteri lizó 

de la misma forma que la fracción soluble. 
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Separación del extracto clorofórmico 

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

empacada con sílica gel 60 malla 70-230 (Merck). La columna se eluyó con 

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

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

presión reducida. Se otuvieron 28 fracciones, las cuales se juntaron cuando 

presentaron el mismo patrón en cromatografía de placa fina, para la cual se 

usaron cromatofolios AL TLC Merck, de sílica gel F 254 de 0.25 mm de espesor, 

con indicador fluorescente. Los cromatogramas se observaron con una lámpara 

de luz UV de onda corta (254 nm), se obtuvíeron finalmente 10 fracciones. 

La actividad de las fracciones se obtuvo igualmente por bíoensayos con curvas de 

crecimiento tanto en epimastigotes como en tripomastigotes a las 

concentraciones: 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g/mL. 

La fracción que presentó mayor efecto inhibitorio se separó por una segunda 

cromatografia en columna, usando cloroformo como eluyente, incrementando la 

polaridad con acetato de etilo y se cristalizó de cloroformo (p.f 72-74°C) para 

obtener un sólido blanco denominado sólido A y se volvió a determinar su efecto 

tripanocida a concentraciones de: 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g/mL. 

El sólido blanco se separó por una tercera cromatografía en columna empacada 

con silica gel 60, la cual se eluyó con cloroformo, incrementando la polaridad con 

acetato de etilo, obteniéndose 7 fracciones, las cuales se evaporaron a sequedad 

a Baño de María. Las fracciones 1, 2 Y 4 se cristalizaron de cloroformo para 
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obtener así, un sólido blanco, al cual se le denominó sólido B con p.f 72-74°C que 

se preparó a las concentraciones ya mencionadas para realizar los bioensayos. 

Una muestra del sól ido blanco se analizó por cromatografía de gases en un 

cromatógrafo Varian Modelo 3800 con una columna de Megaboro OBI de 30 m 

usando N2 como gas acarreador y un detector de ionización de flama FIO. 

Con el fin de conocer la composición del sólido blanco, se analizó en un 

cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas. 

Pruebas fitoquímicas 

1.- Se realizaron las siguientes pruebas: 1.- método rápido de Webb para 

detección de alcaloides. Se mezcló 0.1 a 0.5 g del extracto clorofónmico de Senna 

villosa con Hel al 5% para formar una suspensión de 2 mL de filtrado. La 

suspensión obtenida se virtió en un matraz Erlenmeyer y se colocó a baño de 

María a 80°C. La mezcla se calentó durante 4 horas moviéndola periódicamente, 

después se dejó enfriar y se filtró . Se prepararon alícuotas de 0.2 mL con 

volúmenes de 0.1 mL de reactivos de Mayer, Wagner y Oragendorff. Los 

resultados se registraron como abundante (+++), moderado (++), escaso (+), 

dudoso (+) y negativo (-) (Oomínguez XA, 1979). 

2.- Arrastre de vapor para detección de aceites esenciales. En un matraz balón de 

5 L, se colocaron 500 g de las hojas secas y molidas y 1.5 L de agua, la mezcla se 
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destiló hasta que el agua que se recolectó no tuvo olor o hasta que éste haya 

disminuido. El agua que se recolectó se extrajo con clorofonno y el disolvente se 

eliminó en un evaporador rotatorio a presión reducida. 

3.- Prueba de Shinoda para detección de flavonoides. El extracto clorofónnico de 

Senna vil/osa se mezcló con magnesio y unas gotitas de ácido clorhídrico 

concentrado, observándose de inmediato una coloración anaranjada, roja, roja 

azulosa o violeta si están presentes flavonas, flavononas, flavonoles, flavononoles 

o xantonas. Ocasionalmente los flavonoles (incluyendo sus 3-éteres y glicósidos), 

las flavononas y flavononoles dan coloración verde o azul. 

Prueba de Marini-Bettólo para detección de flavonoides. El extracto se mezcló con 

pentacloruro de antimonio en tetracloruro de carbono produciendo colores rojo 

oscuro o violeta para flavonoides y amarillo o naranja para flavonas. 

4.- Prueba de Salkowski para detección de esteroides. Similar a la prueba de 

Liebennan-Buchard , 1-2 mg del extracto clorofórmico se mezcló en 1 mL de 

cloroformo , se adicionó 1 mL de ácido sulfúrico, produciendo coloración amarilla o 

roja. 

5.- Prueba de Lieberman-Buchard para detección de terpenos. Se mezcló 1-2 mg 

del extracto clorofórmico con 1 mL de ácido acético y 1 mL de cloroformo, se 

enfrió a DOG y se añadió una gota de ácido sulfúrico. Si aparecen colores azul, 

verde, rojo o anaranjado, la prueba se considera positiva. 

6.- Pruebas para detección de quinonas, se mezcló el extracto clorofónnico con 

ácido sulfúrico para obtener colores rojo o púrpura. 
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Prueba para detección de cumarinas y lactonas se mezcló el extracto clorofórmico 

con hidróxido de sodio para obtener color púrpura (Domínguez XA, 1979). 

Bioensayo antiparasitario 

En una solución de buffer de fosfatos (PBS) pH 7.6, se disolvió cada uno de los 

extractos obtenidos de Senna vil/osa, ya disuelto, se le adicionó 1 M de HEPES, 

hasta neutralizar la solución, posteriormente se centrifugó por 5 minutos a 14,000 

rpm, se tomó la fracción soluble, la cual se esterilizó por filtración con membranas 

millipore de 0.22 Jlm y finalmente se conservó en congelación. 

El disolvente empleado (PBS alcalinizado y neutralizado con HEPES) se esterilizó 

de la misma forma que la fracción soluble como control positivo. 

Se usó una solución de violeta de genciana a una concentración de 17.5 mg/mL, 

se centrifugó por 5 minutos a 14,000 r.p.m., tomándose la fracción soluble, para 

después esterilizarla por filtración con membranas millipore de 0.22 Jlm, y se 

conservó en congelación . 

De la misma manera se preparó alopurinol a una concentración de 50 mg/mL y 

como control negativo, se utilizó medio de LIT (infusión de hígado y triptosa). 

Con el fin de medir el efecto de cada extracto sobre el crecimiento del parásito, 

se realizaron tres curvas de crecimiento por cada extracto de la siguiente manera: 

53 



Curvas de crecimiento 

Para todas las curvas de crecimiento se usaron los mismos controles negativos y 

positivos. 

El bioensayo se realizó en medio liquido de LIT suplementado con 10% de suero 

fetal bovino inactivado por calentamiento a 56°C por 30 minutos (IFBS) y sin la 

hemina. En frascos para cultivo celular con 3 mi del medio LIT, se inocularon con 5 

x 106 parásitos de la cepa Y de Trypanosoma cruzi en el estadio de epimastigote 

y 50 ¡.tL de los extractos o compuestos a estudiar, todos los frascos se incubaron a 

28°C, durante 10 dias, cada 24 hrs se adicionaron 50 ¡.tL del extracto o compuesto 

al frasco que le corresponde, al control negativo solo se le adicionó medio de LIT 

sin suero fetal bovino y hemina . Cada 24 horas se contó el número de parásitos 

viables, de la siguiente manera : se tomaron 10 ¡.tL, de cada frasco y se les 

adicionaron 10 ¡.tL de azul de tripano al 0.4% y 80 ¡.tL de formalina al 1 %, de esta 

mezcla se tomaron 10 ¡.tL, los cuales se depositaron en la cámara de Neubauer y 

se contaron cuatro cuadros en forma diagonal de cada cuadrante para la cuenta 

de leucocitos. El número de parásitos contados se multiplicó por 100,000 para 

obtener el número total de parásitos vivos por mL. El conteo se realizó en el 

objetivo de 40x. 

Los bioensayos se realizaron por triplicado, con cada uno de los extractos, las 

fracciones obtenidas por cromatografía y el sólido blanco obtenido al final. 
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Transformación de epimastigotes a tripomastigotes 

Los epimastigotes se mantuvieron en medio de LIT y se cosecharon al final de la 

fase exponencial de crecimiento, por centrifugación a 3000 rpm por 10 minutos y 

lavados 3 veces bajo las mismas condiciones en buffer de fosfatos a pH 7.6 Y 

finalmente se añadió medio para los ensayos. 

Los epimastigotes fueron inoculados en frascos (N une) de 75 cm3 conteniendo 3 

mL de medio de LIT suplementado con 10% de IFBS alcanzando una 

concentración final de 5 x 106 parásitos/mL (control ). 

Se adicionó a cada tubo 100 mEq de NaCI/L y se incubaron a 28°C durante 12 

dias (Osuna A y cols ., 1990). 

Transformación de tripomastigotes a amastigotes 

Las formas metaciclicas obtenidas con la técnica descrita previamente con una 

densidad de 5 x 106 parásitos/mL, fueron tranferidos a 10 mL de medio esencial 

minimo (MEM Gibco) suplementado con 10% de IFBS y ajustado a pH 7.6. 

La viabil idad fue determinada por microscopia con azul tripano a una 

concentración de 0.4%. 

El número de parásitos fue determinado en una cámara de Neubauer, después de 

remover los parásitos por centrifugación a 1000 rpm por 10 minutos. 
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Aislamiento de tripomastigotes y amastigotes de células Vero 

Las células Vero se incubaron a 37°C con atmósfera de aire con 5% de C02 en 

frascos (Nunc) de 75 cm3
, usando 10 mL de medio (MEM Gibco) suplementado 

con 10% de IFBS y ajustado a pH 7.6 a una densidad de 4 x 103 células/cm2
. 

Las células fueron infectadas con tripomastigotes, cuando se hicieron confluentes 

formando una monocapa. Se prepararon microplacas colocando 100 ¡.¡L de 

tripomastigotes en cada pozo a una relación parásito/célula de 5:1, con un tiempo 

de infección de 48 y 72 horas. 

Las placas se revisaron con un microscopio invertido. 

El cultivo de monocapas de células Vero se incubó a 37°C durante 4 o 5 días. El 

sobrenadante fue colectado cada 24 horas y centrifugado a 500 rpm por 5 

minutos. Los tripomastigotes contenidos en la pastilla, fueron resuspendidos en 

medio fresco. 

La citotoxicidad de los extractos y las fracciones obtenidas de la planta, fue 

determinada en las células Vero con 95% de viabilidad, usando la prueba de 

exclusión del colorante utilizando azul tripa no. 

Dosis-efecto (DLso) 

La cepa Y de T. cruzi se incubó en 20 mL de medio Diamond suplementado con 

2.5% de SFB a 28°C durante 3 días. 
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Se utilizaron frascos del cultivo que se prepararon de la misma manera como se 

describe en las curvas de crecimiento y se les adicionó 1.65, 3.3 o 6.6 ¡¡g/mi con 

un incremento de la concentración (13.2,19.8,26.4,33 Y 39.6,79.2, 118.2, 158.4 

Y 198.0 ¡¡g/mL) del extracto clorofórmico de S. vil/osa o del sólido aislado Como 

control se utilizó solamente el medio de cultivo. Los frascos fueron incubadas a 

28°C durante 1 hora. 

Los parásitos se cosecharon por centrifugación a 3000 rpm durante 10 minutos y 

se lavaron 2 veces con 3 mL de PBS. Las pastillas fueron resuspendidas en 3 mL 

de PBS y los parásitos se contaron en la cámara de Neubauer. El conteo se 

realizó diariamente con la concentración correspondiente para eliminar el 50% de 

los parásitos, expresado como DLso. 

Regresión del efecto 

La cepa Y de T. cruz; se incubó en 80 mL de medio de Diamond suplementado 

con 2.5% de SFB a 28°C durante 4 días, posteriormente se tomaron 10 mL del 

cultivo y se centrifugó, enseguida se lavó 2 veces con PBS y la pastilla se 

resuspendió en 3 mL de PBS estéril. 

Una muestra de parásitos a una concentración de 106 fueron incubados con 0.66, 

0.66 Y 6.6 i-!g/mL del extracto de la planta . El control fue una muestra incubada en 

PBS sin el extracto, durante 24 y 48 horas. 

57 



Ensayo de citotoxicidad 

La cepa Y de Trypanosoma cruzi, aislada de humano se mantuvo mediante pases 

sucesivos en el medio de cultivo de LIT enriquecido con suero fetal bovino a 28°C. 

Los epimastigotes se cosecharon al final de la fase exponencial por centrifugación 

a 3000 x 9 durante 10 minutos y se lavaron 3 veces en solución salina de fosfatos 

a pH 7.2, bajo las mismas condiciones y finalmente fueron inoculados en frascos 

de cultivo de 75 cm3 (Nunc) conteniendo 2 mL de medio Grace, adicionado con 

100 mEq/L de NaCI suplementado con 10% de suero fetal bovino y mantenidos a 

28°C por 12 dlas, quedando al final una concentración de parásitos de 5 x 106 

(Osuna A y col., 1990). 

Las células Vero fueron incubadas a 37°C en frascos de cultivo de 75 cm3 (Nunc), 

en medio Grace modificado suplementado con 10% de suero fetal bovino y 

ajustado a pH 7.2, en atmósfera de aire con 5% de CO2. 

Las células se sembraron en microplacas Costa de 96 pozos a una concentración 

de 2 x 1Q5/mL en un volumen final de 100 ¡lL, incubadas durante 24 horas a 37"C 

en CO2 al 5%. Los tripomastigotes fueron adicionados a una relación 5: 1 parásito­

. célula e incubados nuevamente a 37°C con 5% de CO2 por 48 horas y 

posteriormente fueron expuestas a los extractos y fracciones de Senna vil/osa a 
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las concentraciones y condiciones utilizadas en los experimentos anteriores, por 

48 horas antes de teñirlas y analizarlas al microscopio. 

El grado de viabilidad de células y parásitos se determinó con la prueba de 

exclusión del colorante con azul de tripa no, por medio del conteo de 100 células 

y/o parásitos (Schmeda-Hirschmann y cols., 2001). 

Análisis de datos.-

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

aplicando la prueba estadística de ANOVA de una vía, tomando como valor de 

significancia una p 0.05 Y para determinar si existen diferencias significativas 

entre los grupos estudiados, se utilizó la prueba estadística de DHS de Tukey 

(Diferencia Significativa Honesta), para los bioensayos. 

En el caso de los demás experimentos se utilizó la prueba estadística de t de 

Student (Hoel P, 1984; Levin J, 1979). 
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RESULTADOS y DISCUSiÓN 

En la búsqueda de nuevos agentes quimiopreventivos y quimioterapéuticos contra 

la enfermedad de Chagas, han sido diversas las sustancias naturales obtenidas de 

plantas utilizadas en la medicina tradicional de diversos paises. 

Éstas sustancias contienen un amplio rango de tipos de estructuras que han sido 

probadas contra cultivos de T. cruzi o mamiferos infectados (Sepúlveda y cols ., 

1995). 

En el presente estudio, se determinó la actividad inhibitoria de Senna vil/osa sobre 

el crecimiento de epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de Trypanosoma 

cruzi. 

Los bioensayos se realizaron con curvas de crecimiento para cada extracto. De 

los 3 extractos obtenidos se encontró que tanto el extracto metanólico como el 

clorofórmico en concentraciones de 1.65 jJg/mL, 3.3 jJg/mL y 6.6 jJg/mL (Figuras 

7, 8 Y 9) inhibieron el crecimiento del parásito, sin presentar diferencias 

significativas entre uno y otro (p,,0.05). En la Figura 7, se observa en 

epimastigotes, la actividad inhibitoria de los extractos clorofórmico y metanólico a 

una concentración de 1.65 jJg/mL, en comparación con el control negativo. En los 

cultivos con el extracto metanólico, el crecimiento fue discreto hasta el 5° dia con 

posterior inhibición del 60% hasta el 10° dia. Siendo esta inhibición más marcada 
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en los cultivos con el extracto clorofórmico (70% de inhibición). El efecto del 

extracto acuoso a estas concentraciones fue mucho menor a una concentración 

de 1.65 ¡.¡g/mL, se obtuvo crecimiento hasta el 4° día y a partir del 5° empezó a 

declinar manteniéndose en fase estacionaria con una inhibición del 45%. En el 

caso del control positivo con violeta de genciana, se observó un pico de 

crecimiento máximo al 4° día . 
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Figura 7. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con los 

extractos metanólico, clorofórmico y acuoso de Sen na vil/osa en una 

concentración de 1.65 Ilg/mL. 
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Cuando se aumenta la concentración a 6.6 ~g / mL (Figura 9), no hay diferencias 

significativas entre los tres extractos y el control positivo. Es importante señalar 

que con el extracto acuoso durante los primeros cuatro dias hubo aumento del 

crecimiento por lo que se observó el cultivo en fase exponencial de epimastigotes, 

a diferencia de los otros dos extractos, en los cuales a partir del quinto dia inician 

su efecto competitivo, lo cual se observa en la fase de declinación de la curva , con 

franca disminución del crecimiento del parásito llegando al 80% el décimo dia. Se 

encontró diferencia significativa entre el extracto acuoso y los extractos metanólico 

y clorofórmico (psO.05), sin embargo es importante señalar que entre los dos 

últimos extractos no hubo diferencias ignificativas (psO.05) y que la actividad 

biológica demostrada del extracto clorofórmico fue similar a la obtenida con la 

violeta de genciana. 
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Figura 9. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruz; con los 

extractos clorofórmico, metanólico y acuoso de Senna vil/osa a una concentración 

de 6.6 ¡.¡g/mL. 

Con los extractos clorofórmico y metanólico en concentraciones de 1.65 ¡.¡glmL 

Figura 10), se observó inhibición del crecimiento de tripomastigotes al 4° dia y 

una disminución de hasta 60% del crecimiento de los tripomastigotes al décimo 

día de la aplicación de los extractos. La inhibición producida por ambos extractos 

fue similar y el control positivo con violeta de genciana, sin embargo, la inhibición 

fue menor. 
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Respecto al extracto acuoso a partir del quinto día presentó inhibición del 

crecimiento del 40%. 
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Figura 10. Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruz; con los 

extractos metanólico, clorofórmico y acuoso de Senna vil/osa a una concentración 

de 1.65 ¡,¡g/ml. 

A una concentración de 3.3 ~g/mL de los extractos metanólico y clorofórmico se 

observó una actividad inhibitoria del 72% de los tripomastigotes (Figura. 11) 

comparados con el control negativo, el cual presentó un crecimiento continuo de 

los parásitos. Los resultados obtenidos con estos dos extractos no mostraron 

diferencias significativas (p,;;0.05). En cambio los cultivos con el extracto acuoso 
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presentaron crecimiento hasta el 40 dia y a partir del 50 dia disminuyeron en un 

40%, con respecto al control positivo violeta de genciana. 
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Figura 11 . Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruz; con los 

extractos metanólico, clorofórmico y acuoso de Senna vil/osa a una concentración 

de 3.3 ¡lg/mL. 

La Figura 12, muestra la curva de crecimiento de tripomastigotes, con los 

extractos clorofórmico, metanólico y acuoso a concentraciones de 6.6 ¡lg/mL, los 

controles negativo y positivo con violeta de genciana, se observa que la inhibición 

fue de un 100% en los cultivos con el extracto clorofórmico y de 92% con el 
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extracto metanólico, por lo que no se encontraron diferencias significativas entre 

los dos extractos y el control postivo (ps:O.05), sin embargo, con el extracto 

acuoso, la disminución del crecimiento del parásito, fue menor (pS:O.05). 
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Figura 12. Curva de crecimientode tripomastigotes de Trypanosoma cruz; con los 

extractos clorofórmico, metanólico y acuoso de Senna vil/osa a una concentración 

de 6.6 ~g /m L. 

De manera general se puede decir que el efecto de los tres extractos inicia al 

quinto día de la aplicación a las concentraciones utilizadas: (1.65, 3.3 Y 6.6 
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~g / mL) , observándose actividad inhibitoria importante con los extractos 

clorofórmico y metanólico y mientras que el extracto acuoso ejerce una inhibición 

menor (20, 40 Y 40% a las concentraciones respectivas) (psO.05). 

Dado que no hubo diferencia significativa entre los extractos metanólico y 

clorofórmico se decidió utilizar el extracto clorofórmico para continuar con el 

aislamiento y la purificación del o de los compuestos activos de las hojas de 

Senna villosa. 

Asímismo, se prepararon 3 diluciones de dicho extracto: 0.33, 0.033 Y 0.0033 

~g / mL para obtener la concentración mínima inhibitoria contra epimastigotes y 

tripomastigotes, observándose que en ambas fases del parásito hubo una 

disminución del crecimiento de 50% con la dilución de 0.33 ~g / mL. 

El análisis fitoquímico del extracto clorofórmico, mostró la presencia de 

f1avononas, terpenos y esteroides. 

La separación del extracto clorofórmico por cromatografía en columna dió como 

resultado 28 fracciones, las que tuvieron un mismo patrón en cromatografía en 

placa fina se juntaron, obteniéndose finalmente 10 fracciones. Se realizaron los 

bioensayos con curvas de crecimiento tanto en epimastigotes como en 

tripomastigotes a las concentraciones: 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g / mL , encontrando mayor 

efecto inhibitorio del crecimiento del parásito, en la fracción 5 y esta fracción no 

presenta diferencia significativa (psO.05), en comparación con el control positivo 

(violeta de genciana) (Figuras 13, 14 Y 15). 
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Figura 13. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 1.65 ¡Jg/mL. 
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Figura 14. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 3.3 ~g / mL. 
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Figura 15. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 6.6 Ilg/mL. 

A una concentración de 1.65 Ilg/mL, se observa que con la fracción 5, hay un 

menor crecimiento del parásito (tripomastigotes), en la (Figura. 16) se observa 

una inhibición de 60% del crecimiento que es el mismo que el obtenido con el 

extracto clorofórmico a esta concentración, la inhibición del parásito en 

tripomastigotes a una concentración de 3.3 ¡.Jg/mL es de 72% (Figura. 17) y a una 

concentración de 6.6 Ilg/mL, es del 82% (Figura. 18) similar a lo observado con la 

fase de epimastigotes. 
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. Figura 16. Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 1.65 flg/mL. 
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Figura 17. Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruz; con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 3.3 ¡.tg/mL. 
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Figura 18. Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con la 

fracción 5 obtenida del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración 

de 6.6 IJg/mL. 

Con la separación cromatográfica de la fracción 5, se obtuvieron 24 fracciones, las 

cuales se juntaron por cromatografía en placa fina , quedando finalmente 12 

fracciones. De las fracciones 5-6-7 se aisló un sólido blanco, denominado sólido A, 

el cual se filtró y se le realizaron bioensayos, in vitro. 

A las concentraciones de 1.65, 3.3 Y 6.6 flg/mL del sólido A, se observó la 

inhibición del crecimiento de epimastigotes siendo más marcada en la 

concentración de 6.6 flg /mL con una inhibición del 95%, con 3.3 flg /mL de 72% y 

con 1.65 flg /mL de 58% (p 0.05) (Figura. 19). 
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A estas concentraciones también se inhibió el crecimiento de tripomastigotes 

(Figura 20). 
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Figura 19. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con el 

sólido A obtenido de la F5 de Senna vil/osa a una concentración de 6.6 ¡.Jg /mL. 

De manera general el porcentaje de inhibición en tripomastigotes fue ligeramente 

menor, 54% a la concentración de 1.65 ¡.Jg/mL, 72% a la concentración de 3.3 

¡.Jg/mL y 93% a la concentración de 6.6 ¡.Jg/mL, de la misma manera que en el 

caso de los epimastigotes, se observaron diferencias significativas entre las 

concentraciones de 1.65 y 6.6 ¡.Jg/mL respecto a los controles positivos. 
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Figura 20. Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruz; con el 

sólido A obtenido de la F5 de Sen na vil/osa a una concentración de 6.6 

~g / mL 

Es importante resaltar que hubo inhibición tanto de epimastigotes como de 

tripomastigotes a una concentración de 3.3 ~g / mL El porcentaje de inhibición con 

el sólido A es de 75% y comparado con la concentración anterior no muestra 

diferencias significativas (psO.05). 

A una concentración de 6.6 ~g / mL, en ambas fases del parásito la inhibición fue 

del 82% con el sólido A, respecto al 80% del control positivo. 

Cabe señalar que la actividad del extracto clorofórmico, la fracción 5 y el sólido A 
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obtenidos, no presenta diferencias significativas en cuanto al porcentaje de 

Inhibición en ambas fases del parásito. 

Con el objeto de purificar el sólido A bioactivo, se sometió a una tercera 

separación por cromatografia en columna. Se colectaron fracciones de 100 mL, se 

obtuvieron 15 fracciones y de las fracciones 1, 2 Y 4 se obtuvieron sólidos que se 

prepararon para realizar el bioensayo correspondiente, tanto en cultivos de 

epimastigotes como de tripomastigotes, encontrándose mayor actividad en la 

fracción 2, al cual se le denominó sólido B, donde a la concentración de 6.6 ~g / mL 

hubo inhibición de epimastigotes de un 90% y de tripomastigotes en un 84%, 

resultados similares a los obtenidos con la fracción 5 de la primera y segunda 

cromatografía (Figuras. 21 y 22). 
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Figura 21. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruz; con el 

sólido B del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración de 6.6 

~g / mL . 
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Figura 22_ Curva de crecimiento de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con el 

sólido B del extracto clorofórmico de Senna vil/osa a una concentración de 6.6 

¡Jg/mL. 

Se observó que el sólido obtenido de la separación por cromatografía líquida de 

alta resolución cambió de color, lo cual se consideró indicativo de su fácil 

descomposición, lo cual se coroboró con el ensayo biológico al no tener efecto 

inhibitorio. 

Asl mismo, el sólido B se sometió a un análisis por cromatografia de gases-

espectrometría de masas. Se encontró que este sólido es una mezcla de seis 

compuestos, los cuales tienen un tiempo de retención de: 12.92 (1), 13.45 (2), 
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14.90 (3),15.65 (4),17 .75 (5) Y 18.85 (6), con un ión molecular de: 380 , 368, 408, 

392, 436 Y 504 (Figura 23-29) respectivamente. 

Los espectros de masas indican que se tienen dos series de compuestos lineales 

que difieren en el tamaño de la cadena. Los compuestos 1, 2 Y 5 corresponden a 

metil cetonas con 24, 26 Y 28 átomos de c;arbono respectivamente, ya que los 

espectros de masas de estos tres compuestos presentan un pico en miz 43 

(C2H30) (Gupta MM y cols., 1991). Además el ion en miz 85 (CSH90) que 

corresponde a un reordena miento de McLafferty (Creswell JC y cols., 1980) son 

congruentes con miz 339 (C23H470 ) para el compuesto 5, miz 311 (C21 H430) para 

el compuesto 2 y miz 282 (C19H360 ) para el compuesto 1. Estos tres compuestos 

presentan una primera perdida de agua (miz 18), lo cual corresponde a un 

hidroxi lo terminal (Castells J y co ls., 1998). Los compuestos 3 y 4 también son 

metil cetonas ya que también presentan los iones miz 43 y 85.Estos dos 

compuestos tienen en su estructura un ciclohexilo terminal , una doble ligadura y 

un hidroxilo secundario. El compuesto 3 tiene 24 átomos de carbono y al 

compuesto 4 le corresponden 26 átomos de carbono. Los espectros de masas 

son consistentes con las estructuras propuestas. Los iones miz 83 (CSH11 ), 97 

(C7H13) y 111 (C6H1S) se deben al rompimiento del ciclohexilo terminal (Mishra M. y 

cols. , 2000). Al compuesto 6 no fue posible asignarle una estructura . 

Las estructuras propuestas son cong ruentes con las señales del espectro 

Infrarrojo VKBr cm 3402 (-OH), 1734 (C=O de cetona) (Figura 30) y la señal de 

173.6 del espectro 13C-RMN que se puede suponer que corresponde al carbono 

de los carbonilos de las metil cetonas (Hesse M. Y cols. , 1997). Las señales de 
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64.2 Y 62.9 es posible asignarlas a carbonos Sp3 unidos a oxígeno (Figura 31 ) . 
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Figura 23, Cromatograma del sólido B determinado en un cromatógrafo de gases 
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Figura 24. Espectro del compuesto 1 del sólido B obtenido en un espectrómetro de 

masas. 
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Figura 27 . Espectro del compuesto 4 del sólido B obtenido en un espectrómetro de 

masas. 
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Figura 28, Espectro del compuesto 5 del sólido B obtenido en un espectrómetro de 

masas. 
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Figura 29. Espectro del compuesto 6 del sólido B obtenido en un espectrómetro de 

masas. 
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Figura 30. Espectro Infrarrojo del sólido B. 
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Figura 31. Espectro del 13C_RMN del sólido B. 
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Del sólido blanco B se prepararon concentraciones 1.65, 3.3 Y 6.6 ~g /mL y asi 

mismo, se utilizaron concentraciones incrementadas: 13.2, 19.8, 26.4, 33.0 Y 

39.6 ~g/mL para determinar la curva concentración-efecto. 

En la Figura 32 puede observarse que la inhibición del crecimiento de los 

epimastigotes es concentración-dependiente. Con el control negativo hubo 

crecimiento constante de los tripomastigotes y en el caso de la violeta de genciana 

hubo inhibición, sin embargo las diferencias no fueron significativas respecto al 

sólido. 
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Figura 32. Curva concentración-efecto del sólido B obtenido del extracto 

clorofórmico de Senna vil/osa contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 
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En la figura 33 puede observarse inhibición del crecimiento de los tripomastigotes, 

comensando desde la concentración de 1.65 ¡.tg/mL con el sólido blanco B, 

observándose una inhibición del crecimiento de los parásitos concentración-

dependiente. Respecto a los controles, se puede observar que en el control 

negativo hubo crecimiento constante de los tripomastigotes y en el caso del control 

positivo, hubo inhibición con diferencias, aunque no significativas respecto a la 

fracción 5. Asi mismo, es importante señalar que no se observan diferencias 

significativas entre ambas fases del parásito (p 0.05). 
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Figura 33. Curva concentración-efecto del sólido blanco activo B obtenido del 

extracto clorofórmico de Senna vil/osa contra tripomastigotes de Trypanosoma 

cruzi. 
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Se utilizó el bioensayo, con el sólido blanco B dejando los cultivos con las 

concentraciones incrementadas utilizadas en la curva concentración-efecto 

(concentraciones de 1.65 a 39.6 Ilg/mL ), sin añadir otra concentración, 

observándose inhibición del crecimiento a partir de la dilución 1.65 Ilg/mL, tanto en 

epimastigotes como en tripomastigotes. Los cultivos se mantuvieron sin añadir 

nueva concentración y después de 24 y 48 horas se pudo observar que el efecto 

inhibitorio inicial es irreversible, ya que no hubo crecimiento de parásitos durante 

este periodo de tiempo y la curva de crecimiento se mantvo en fase estacionaria. 

Se realizaron bioensayos utilizando el sól ido blanco B en varias concentraciones 

de orden letal, partiendo del doble de concentración utilizada para la curva de 

dosis-letal: 79.2, 118.8, 158.4 Y 198.0 Ilg/mL. Observándose franca disminución 

del crecimiento. Es importante señalar que a la concentración de 118.8 ~lg / mL, se 

observó el 50% de los tripomastigotes muertos, a la concentración de 158.4 pg/mL 

el 71.4% estaban muertos y a 198.0 pg/mL todos los parásitos murieron (Figuras 

34 y 35). 
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Figura 34. Curva concentración-letal (DLsol del sólido blanco B activo obtenido del 

extracto clorofórmico de Sen na vil/osa contra epimastigotes de Trypanosoma 

cruzi. 
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Figura 35. Curva concentración-letal (DLso) del sólido blanco B activo obtenido del 

extracto clorofórmico de Senna vilfosa contra tripomastigotes de Trypanosoma 

cruzi. 

Con el sólido B se rea lizaron bioensayos en cu ltivos de epimastigotes y 

tripomastigotes, observándose inhibición de ambas fases del parásito, sin 

encontrar diferencias significativas entre ambas (p ~ O.05). 

Asimismo, es importante señalar que en el ensayo biológico, la concentración 

minima necesaria del sól ido blanco B para causar inhibición del crecimiento de los 
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tripomastigotes en la mitad de la población es de 13.2 ~g/mL, la cual corresponde 

a la dosis efectiva media (DEso). 

CITOTOXICIDAD 

Para realizar los ensayos de citotoxicidad se utilizó cultivo de células Vero y contra 

la fase de amastigote de T. cruzi, con los extractos de S. vil/osa, las cuales fueron 

infectadas con tripomastigotes de T. cruzi. 

La tabla 1, muestra la actividad de los extractos, de la fracción 5 (F5) del 

extracto clorofónmico, asi como, el sólido obtenidos de la fracción 5, 

aplicadas a una concentración de 6.6 ~g / mL contra las células 

infectadas con tripomastigotes, los cuales al penetrar las células se transfonman 

en amastigotes. La mejor actividad, aunque baja , se puede observar con el 

extracto clorofónmico, la fracción 5 y los compuestos de la fracción 1 y la fracción 2 

de la fracción 5. Tanto el extracto metanólico como el acuoso presentan poca 

actividad tripanocida . 

Las medias ± la desviación estándar fueron calculadas de tres 

experimentos independientes. Es importante señalar que la violeta de genciana 

utilizada como control positivo, no mostró actividad contra la fase de amastigotes y 

que en general en ningún caso se pudo observar citotoxicidad durante el tiempo 

de duración del experimento (72 horas). 
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Tabla 1.- Efecto citotóxico de los extractos, fracción 5 y sólido B de S. vil/osa 

sobre células Vero infectadas con T. cruzi. 

Compuestos S. vil/osa 

6.6 ~g/mL 

Control neg s/p 

Control neg c/p 

Control + vg 

Extracto C 

Extracto M 

Extracto A 

Fracción 5 

Sólido B 

DMSO 

Citotoxicidad 

3±0 

9±4 

10±2 

12±3 

17±1 

14±0 

14±1 

12±2 

5±1 

Efecto tripanocida 

O±O 

38±5.1 

4±1 .1 

13±1.1 

7±0.5 

4±1.0 

10±1 .1 

8±0.5 

4±1 .0 

Los datos están representados como % de células y/o parásitos muertos 
promedios±s.d +: > 40% de viabilidad. p :o; 0.05. 

Se utilizaron concentraciones incrementadas del sólido B utilizadas en la curva 

concentración-efecto: 13.2, 19.8, 26.4,33 .0 Y 39.6 ¡.¡g/mL para determinar la 

concentración-efecto, asi como, varias concentraciones de orden letal, 

partiendo del doble de concentración utilizado para la curva de concentración-

letal: 79.2, 118.8, 158.4 Y 198.0 ¡.¡g/mL, observándose franco aumento de la 
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actividad directamente proporcional al aumento de la concentración de los 

extractos, la fracción y el sólido blanco A y B (Figuras 36 y 37). 
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Figura 36. Curva concentración-efecto contra amastigotes de Trypanosoma cruz; 

con los extractos, sólido A y sólido B obtenidos de Senna vil/osa . 
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Figura 37_ Curva concentración-letal contra amastigotes de Trypanosoma cruz; 

con los extractos, sólido A y sólido B obtenidos de Senna vil/osa. 
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Es importante señalar que tanto el extracto crudo como la fracción 5, presentan un 

patrón similar de inhibición del crecimiento del parásito en las fases ya referidas 

de su ciclo biológico. 

En nuestro estudio con violeta de genciana encontramos inhibición prácticamente 

nula al ser del 10%, ya que puede corresponder al detritus normal por muerte 

celular (Mekonnen Y y cols ., 1999; Schinella GR y cols ., 2002). 

Sin embargo, es el extracto clorofórmico de las hojas de S. vil/osa, a las 

concentraciones propuestas, que al parecer actúa como un parasitostático, ya que 

solo se observa eliminación del parásito en concentraciones altas (198.0 ¡Jg/mL), 

por lo que podria ser que afecte la replicación del parásito, con lo que se puede 

inferir que interfiere con el ciclo eucariota. 

La familia Trypanosomatidae se caracteriza por tener un complejo ciclo de vid a y 

cada etapa comprende aspectos biológicos y bioquimicos diferentes, lo que a la 

vez establece marcadas diferencias cualitativas y cuantitativas en su DNA, por lo 

cual podria proveer de mecanismos para el desarrollo del parásito (Nozaqui T 

1991). Asimismo, el metabolismo de T. cruzi juega un papel muy importante en 

este proceso de diferenciación, donde el epimastigote responde a señales de 

estrés nutricional para metaciclar a la forma infectiva , bajo condiciones aeróbicas 

produciendo lactato, piruvato, acetato y succinato. Por otro lado, los 

tripomastigotes necesitan para su desarrollo grandes cantidades de glucosa 
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utilizando la vía metabólica de Krebs, de manera que cuando estas vi as 

metabólicas se alteran, se detiene o disminuye el proceso de diferenciación, lo 

cual podrla ser que resulten afectadas al estar en contacto con la solución del 

sólido blanco B obtenido de S. vil/osa (Sánchez-Moreno M y cols., 1995). 

Se conocen cuatro teorías que podrían justificar en que nivel actuaría el extracto 

clorofórmico de las hojas de Senna vil/osa contra los estadios de Trypanosoma 

cruzi y son las siguientes: 

1.- En el nível de las enzimas quinasas, las cuales fosforilan proteínas, siendo esto 

importante para el proceso de regulación del ciclo celular. 

2.- En nivel del complejo ciclinas-quinasas (CDK-ciclina), los cuales dirigen a la 

célula de una fase a otra del ciclo celular. 

Ambas teorías son importantes en el momento crítico que ocurre al final de la fase 

G1, en el punto restrictivo (R), cuando la célula decide si cierra o no el ciclo 

(Zaragoza O 1997). 

Para que la célula pase a través de ese punto y entre en la fase S, es preciso que 

un conmutador molecular pase del estado apagado "off' al estado encendido "on". 

Esto ocurre cuando suben los niveles de ciclinas D y E, las cuales se combinan 

con unas quinasas dependientes de ciclinas y las activan. Estas enzimas 

capturan a los grupos fosfatos de las moléculas de ATP y las transfieren a una 

proteína pRB, (freno del reloj del ciclo celular) . Si pRB no está fosforilada, bloquea 

el ciclo celular poniéndolo en posición "off' y secuestrando a la vez otras 

proteínas, los denominados factores de transcripción , sobre los cuales podria 

estar actuando el sólido obtenido de las hojas de Senna vil/osa: Esto se corrobora, 
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ya que cuando el complejo ciclina-quinasa añade suficientes fosfatos a pRB, el 

freno deja de actuar y libera los factores de transcripción, que quedan libres para 

actuar sobre los genes. Los factores liberados estimulan la producción de vanas 

proteínas requeridas en la continuación del ciclo celular (Weinberg, 1996; Roberts, 

1993). 

3.- Otra teoría podría ser que se afecte la polimerasa a que es la enzima causante 

de la elongación para sintetizar el DNA utilizando un cebador, cuando la célu la 

entra a la fase GO o fase de reposo, la actividad de esta enzima desaparece. 

Lo anterior hace suponer que la célula entra a una fase de arresto celular, en la 

cual se ve detenida la multiplicación , encontrándose en la fase G1 o GO (Karp, G 

1996). 

4.- La última teorla es que podría ser que el sólido obtenido del extracto 

clorofórmico actúa muy poco en el tiempo de duración de las curvas de 

crecimiento, sin embargo puede dañar el DNA de los parásitos, no pudiendo 

repararlo y así ocasiona el fenómeno de apoptosis, conocida como muerte celular 

programada, la cual juega un papel muy importante en la embriogénesis, 

desarrollo y homeostasis de la célula adulta , causando vanos estados de 

enfermedad y patología. Una variación de esta hipótesis ocurre con el aumento de 

la dosis como sucedió en la curva dosis-efecto donde se observa que la 

destrucciÓn del parásito ocurrió a altas dosis, quizá por la mayor cantidad del 

sólido puro (peter M 1993; Bortner CD 2002). 

Las interacciones celulares entre sí son una gran influencia para la gran variedad 

de eventos que ocurren en la mitogénesis y la diferenciación. Avances recientes 
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han descubierto la presencia de integrinas, caderinas, selectinas y otras moléculas 

proteicas de adhesión, las cuales regulan la cascada de señales de traducción por 

medio de las cuales se inicia la formación organizada de estructuras que permiten 

el eficiente flujo de información en las diversas vías de señalización (Juliano RL, 

2002). 

Con base en nuestros resultados, se puede concluir que las preparaciones de S. 

vil/osa son buenas inhibidoras del crecimiento in vitro de epimastigotes y 

tripomastigotes. En cuanto a la fase de amastigotes, la actividad inhibitoria 

reproducida en la linea celular Vero, fue mínima y al mismo tiempo se corroboró 

que las sustancias obtenidas de las hojas de S. vil/osa, no fueron tóxicas para 

parásitos y células. Por lo que, al haberse demostrado la actividad tripanocida in 

vitro del sólido blanco obtenido, se debe continuar con el aislamiento e 

identificación de la mezcla de compuestos de dicho sólido, los cuales pueden ser 

considerados, fuertes candidatos de nuevas drogas antiprotozoarias y estar 

disponibles como una nueva alternativa para la terapia contra la enfermedad de 

Chagas. 
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CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pueden establecer 

las siguientes conclusiones: 

Senna vil/osa posee actividad tripanostática y tripanocida sobre 

epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. 

La actividad tripanostática de Senna vil/osa se encontró en el extracto 

clorofórmico a una concentración de 39.6 ~g / mL 

El extracto clorofórmico es una mezcla de compuestos. 

La DLso es de 158.4.0 ~m / mL 

La actividad del extracto clorofórmico de Sen na vil/osa sobre amastigotes 

de Trypanosoma cruzi fue mínima, por lo que se recomienda realizar 

experimentos in vivo para medir su efecto sobre nidos de amastigotes. 
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Abstrae! 

Methanol, chlorofonn and aqueotls ext racts fram Selll/CI 

vil/osa were tested in ¡¡itro against epimastigote and trypo­

mé1stigote forms 01'" TrypaJ/osoII/(f cruzi. Methanol and 
chlorofonn extracts were found lo possess significant 

activity against both forms of the parasile, while chloroform 

extraet at doses of 1.65, 3.3, and 6.6 pg/ mL demonstrated 
activity similar lo gentian violet and aJ! opuri nol. 

Keywords: Sel/lUl vil/usa, TryplltlosulIW CJ'1I:i 

Introduction 

Chagas' disease is an important health problem in South 
and Central America, witil an estimatcd 16 -19 million 
infcctco persons (World Health Organization [W HO]. 
1995). This disease is caused by Trypmwsunlll cm:' 

(T cruzt), a Dagellate protozoa, a member oi' Trypanoso­

matidae fami1y which is characte rized by a complex life­
cycle invo1ving obligatory passage through vertebrate and 
invertebrate host in a series of difTerent developmental 

stages (Le., epimastigote, trypomastigote, and amastigote) 
(Nozaki and Ovorak, 1991; Sanchez-Moreno et al. , 1995). 

At present, benzimidazole (N-bencyl-2-nitro-l-imidazo­
lecetamide), nifurtimox [3-met y 1-4 / S-ni trofurfury liden­

amino-tet rahydro (1 ,4)-tiazino-l , I-dioxido], allopurinol , 
gentian violet and keloconazol are llsed to treat Chagas' dis­

ease, but they produce many loxic eff'ects. For this reason, 
lhe search for new chemotherapeutic agen ts is a justificatioll 
for on-going screening of natural products ac tive aga inst 

T cruzi and other Trypanosomalidaes (de Castro, 1993; 
Sepúlveda-Boza and Cassels, 1995; M uclas-Serra no et al., 
20(0). 

Senna vil/osa, Leguminoceae, commonly known as 

"Saalché", in Southeastern Mexico, is lIsed as an herbal 

remedy fo r treatment of undefined skin infeetions, 40 

innammatory processes and dysmenorrhea . Previously 
sludies reported that dicholomethane extracl of Senna 

I,jl/osa lea ves possessed activity against Sll1p/¡ylococcus 

al/rel/s and Candid" "Ibic"ns (Escalante, 1996). Based 
Ol! these find ings, we deeided to test the activity 0 1' meth- 45 

anol, chloraform and aqueous extracts of S. villosa lea ves 
against epimast igotes and trypomastigotes of T. cruzi. 

Materials and methods 

Plnnt materia 

Plants \Vere collected in the town of Molas, Yucatán, 50 

Mexico, th rough July through September, 2001. Dr. Sa l­
vado r Flores-Guido authenticated the plant ma teria l. A 
voucher specimen (10284) \Vas deposi ted at the herbola r-

ium 01' the Faculty of Biology, Universidad Autónoma 
de Yucatán (UAOY) in Mérida Yucatan State, Mexico. 55 

The plant's lea ves were shade-dried and po\Vdered. 

Extraet preparation 

Dried powdered lea ves (55 g) were mixed separately with 
600 mL of chloroform, methanol, or water. Each mixture 

\Vas renuxed 1'0 1' 4 h and fi ltered. Chloroform and meth- 60 

Clnol ex lracls were vacuum-dried in a rotating evaporator 

and then dried in a vacuum oven at room temperature 
fo r 12h. The aqueous extract was Iyophilized , ",h ile res i­
dues were sto red al room temperature. 

Phytochcm icaJ screening 

A preliminary screen ing of aqueous, methanol, and 
chloroforl11 ext racts sho\Ved positive Shinoda and 
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Marini-Bet tólo test (Dominguez, 1979) for navonones. 

T ho extraets also tested positive in the SalkolVski tes t 

for sleroids "nd Liebennann- Buchard rcactioll fo l' te r­

penes (Dominguez, 1979). 

Trypanotidal il/ I'¡tro ;.¡ct ivit y 

Activity \Vas assayed on epimastigotes and trypomHsti· 

gOles 01' T C:1'lI: i stmin Y iso lated from human , cultured 
in li ver infusion tryptose medium (LIT, Bacto) supplemen­

led with 10% 01' heal- inactivated feta l calf serllJ11 and cul­

tured al 28°e. Experiments were carr iee! out us ing glass 

tubes contailled 5 x 106 protozoas/ mL in a final volul11e 
of 3mL, which was hOl11ogeneolls al early lag phase culture 
of epimastigotes and trypomastigotes (Fou rnet et al. , 1994; 

Araujo et al., 1999; Muelas-Serrano et al. , 2000). Extrac ts 
to be tested were dissolved in phosphate-burrered saline 

(PBS) pH 7.6, filtered through a mil lipore 0.22 pm filter 

and diluted to reach concentra tions of 1.65, 3.3 and 6.6 
~lg / l11 L. Extracts were added 10 tLlbes fol' each experiment. 

Gentiall vio let (17 .5 mg/ m L) \Vas used as positive con­

trol. Negative cOl1tro l with pa rasites withou t extraet was 
used in caeh round 01' lhe experiment. Pa rasites were 

eOllllteu daily afler eontaet with extracts using the 
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Neubauer chamber, for 10 days. Experiments were per- 90 

formed in tripl icate and the results were compared wi th 

those 01' contro ls grown lVithout drug (Osuna et al. , 

1990; Rojas de Arias et al. , 1995; Castilla et al., 1996). 

Statisti cOlI analys is 

Results are prcsented as means ±standard deviat ion 95 

(SD). Statistical significa nce was determined by one­

way analysis of var iance followed by DHS of Tukey tes t, 
with level of signiflcance set at p < 0.05 (Levin, 1979; 

Hoel, 1984). 

Results and discussion 100 

1t was found that the methanol, chlorofonn and aqlleous 
ext racts from Sellll(/ villos(/ (Ieaves) have inhibitory activity 

against the growth of epimastigotes and on trypomasti­

gotes of T. cruzi at 3.3 ~g / mL. However, it was observed 
that melha nol extraet has higher inhibition growth than 105 

aqlleolls ancl ch loroform extracts agai nst both fo rms of 

the organ isms. For this reason other two concentra tions 

of 111etl""101 extract were tested (1.65 and 6.6 ~lg / mL ) on 
both fonns of the parasite (Figures 1 and 2). 

dla 7 d la 8 di. 9 di. 10 

-+- control -
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Figure J. En~ Cl ofchlorororm CXlraCl againsl cpimastigolcs 01' Y T. cI'lI=i al doses 1.65,3.3 and 6.611gJmL. Values are lhe mcan ± SO 

with p $. 0.05 of lhn.:c dirrcrcnl cxpcrimcllls pcrformcd in triplicalc. 
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Thore was significant difrerence between 1.65 and 6.6 

~g / mL; however, we observed inhibilion of growth wi th 

a1l concentrations. 

Activity found of S. villosa against T. cruzi strongly 

suggested parasitostatic activity. Our results with chloro­

form extract indica ted an ordering of sllsceplibility in the 

parasite simila r to that obtained with gentian violet 

(Boyd, 1996; Borris, 1996) . 

Among compounds found with activity against epi­

mastigotes of TrYPllnosoma species in vitro (Rivas el aL, 
1999; Bastos et al., 1999; Schmidt et al., 2000) are alka­

loids, terpenes, lactones, and lignans. Phytochemical 

screening of Senlla vil/osa showed that this plant pos­

sesses flavonones, steroids, and terpenes; the lalter can­
stituents might explain their activity. 

Results of this study demonstrated that chloroform 

extract from S. vil/osa has antiprotozoal activity against 

T. cruzi, Studies are in progress to characterize other 
active constituents of this medicinal plant. The present 

study shows that the phytopharmacological investiga­

tions are a way to find new active compounds and new 
possibilit ies in therapy against ehagas' disease o r ot her 

protozoan diseases. 
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