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Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito flagelado Trypanosoma cruzi,
representa un problema de salud publica de considerable importancia al afectar de 6 a 8
millones de personas y provocar cerca de 50,000 muertes anuales. Los tratamientos
convencionales, basados en Benznidazol y Nifurtimox, presentan limitaciones notables
debido a sus efectos adversos y a la deficiente eficacia en la fase cronica de la enfermedad,
lo que demanda la busqueda de alternativas terapéuticas mas seguras. En este contexto, el
presente estudio evalud el efecto del aceite esencial de Cinnamomum verum sobre la
infeccion in vitro por Trypanosoma cruzi. Se cultivaron epimastigotes del parasito en medio
LIT suplementado con hemina, suero bovino y penicilina, incubandose a 28 °C y realizando
subcultivos semanales para mantener la fase exponencial. Se establecieron curvas de
crecimiento mediante conteos en camara de Neubauer en intervalos de 1, 24, 48, 72, 96 y
120 horas, lo que permitid caracterizar las fases lag, exponencial y estacionaria. La
actividad antiparasitaria se evalué exponiendo los cultivos a diferentes concentraciones del
aceite esencial de Cinnamomum v. (5, 10, 20, 40 y 80 pg/mL) y determinando la
concentracion inhibitoria media (IC50) mediante andlisis en GraphPad. Ademads, la
composicion quimica del aceite se analizd por cromatografia de gases, revelandose que el
eugenol es el componente predominante, representando el 68.8 % del area total del
cromatograma, lo cual certifica la calidad del extracto. Los resultados demostraron que las
concentraciones bajas (5 y 10 pg/mL) no alteraron el crecimiento de los epimastigotes en
comparacion con los controles, mientras que dosis superiores (40 y 80 ug/mL) indujeron
una reduccion significativa en el niimero de parasitos (p < 0.05), evidenciando un efecto
dosis-dependiente. Paralelamente, se evalud la citotoxicidad del aceite en cultivos de
células Vero, utilizando el reactivo Presto Blue para determinar la viabilidad celular; los
ensayos indicaron que las concentraciones estudiadas no comprometieron
significativamente la viabilidad, subrayando un perfil de baja toxicidad. En conclusion, el
aceite esencial de Cinnamomum v. exhibe un potencial antiparasitario notable contra 7.
cruzi a concentraciones elevadas, sin inducir citotoxicidad en lineas celulares, lo que lo
posiciona como una alternativa terapéutica prometedora para el manejo de la enfermedad
de Chagas y sugiere la necesidad de estudios preclinicos e in vivo adicionales para
confirmar su eficacia y seguridad.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, aceite esencial, Cinnamomum
verum, in vitro.
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1. Introduccion

La enfermedad de Chagas es una patologia causada por Trypanosoma cruzi (I cruzi), un
parésito cinetoplastido flagelado. La principal fuente de transmision en areas endémicas es
por especies de insectos hematdfagos triatominos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) (El-Sayed et al., 2005; Ibarra-Cerdena et al., 2014;
Velasquez-Ortiz y Ramirez, 2020).

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es un importante problema de salud
que afecta a alrededor de 6 a 8 millones de personas en el mundo y causa 50000 muertes
por afio (Lidany et al., 2019). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha
clasificado dentro de las 20 Enfermedades tropicales desatendidas y en América Latina se
considera la principal patologia asociada con insuficiencia cardiaca (Traina et al., 2015;
Armnal et al., 2019).

La enfermedad de Chagas es considerada una patologia incapacitante de alta morbilidad y
mortalidad y con gran impacto en la economia mundial debido a los costos que implica su
atencion (Lee et al., 2013; Chatelain, 2016). Se ha reportado un gasto global de 627,5

millones de dolares al afio en costos de atencion médica (Gomez-Ochoa ef al., 2022).

En México, se ha reportado que los 32 estados pueden ser zonas de alta prevalencia para
esta enfermedad, debido a que cumplen con las condiciones ecoldgicas propicias para la
sobrevida de los vectores triatominos transmisores de la enfermedad (Velazquez-Ramirez et

al., 2022). El 60% de los casos actuales se concentran en estados del sur como Veracruz,
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Chiapas, Quintana Roo, Oaxaca, Yucatan y Morelos, se estima que hasta cuatro millones de

personas pueden estar infectadas con 7. cruzi en México (Velazquez-Ramirez et al., 2022).

Durante la fase aguda de la enfermedad se estima un costo de 200 ddlares, sin embargo, en
la fase cronica este valor puede alcanzar entre 4.000 y 6.000 dolares (Lidani et al., 2019).
Actualmente, los tnicos medicamentos autorizados para el tratamiento de la fase aguda de
la enfermedad son Benznidazol y Nifurtimox. Sin embargo, ambos medicamentos tienen
efectos adversos y son poco efectivos durante la fase cronica de la enfermedad (Molina et
al., 2015; Jackson et al., 2020). Por lo tanto, es importante la busqueda de opciones

terapéuticas alternativas que coadyuven en el tratamiento de esta patologia.

2. Lugar de realizacion

Las actividades de Servicio Social se realizaron en el Laboratorio de Ultraestructura de
Parasitos. Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Medicina.

Universidad Nacional Auténoma de México.

3. Marco institucional

Mision: La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México es una
institucion publica que forma profesionales altamente calificados, éticos, criticos y
humanistas, capaces de investigar y difundir el conocimiento para la solucién de problemas
de salud y otras areas cientificas en beneficio del ser humano y la nacion.

Vision: Estar a la vanguardia para ejercer el liderazgo en educacion, investigacion y

difusion en salud y otras areas cientificas en beneficio del ser humano y de la nacion.
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4. Objetivo general de las actividades realizadas

Evaluar el efecto del aceite esencial de Cinnamomum verum en la infeccion por

Trypanosoma cruzi in vitro.

4.1. Objetivos particulares

a) Determinar la concentracion inhibitoria media (IC50) de aceite esencial de Cinnamomum
verum en epimastigote de 7. cruzi.
b) Determinar la viabilidad celular de células Vero-incubadas con aceites esenciales de

Cinnamomum verum

5. Actividades desarrolladas

5.1 Elaboracion de medios de cultivo para el mantenimiento del parasito (LIT, RPMI,
NNN) y soluciones amortiguadoras.

- Medio LIT (Liver Infusion Tryptose).
Se prepar6 el medio LIT utilizando cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio
dibasico, glucose, triptosa, infusion de higado, y agua des ionizada, se esterilizdo mediante
autoclave (120 libras de presion, por 15 minutos) (Camargo, 1964).
- Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute).
Se utilizé medio RPMI (Biowest) y se complemento6 posteriormente con glutamina, suero
fetal bovino, penicilina, y bicarbonato segun las necesidades de los cultivos (Freshney,

2010).
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- Medio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle).
Se prepar6 el medio NNN con agar y sangre de carnero, ya estéril, se ensamblé el medio en
tubos inclinados (Beltran, Caceres y Corredor, 1988).

- Preparacion de Solucion amortiguadora.
Se prepar6 PBS (solucion salina tamponada con fosfato), con 0.23g de NaH,PO,, 1.15g de
Na,HPO, y 9.0g de NaCl para el lavado y mantenimiento de los parasitos y células. Se
esterilizaron mediante autoclave o filtracion (0.25 MICRAS, Sigma Aldrich) (Genémica
UASLP, 2008).
5.2. Manejo y mantenimiento de cultivos de epimastigotes de 7. cruzi
Los epimastigotes se cultivaron en medio LIT complementado con hemina (25 mL/ 1000
mL), suero adulto bovino (10%) y penicilina 1(%) (Camargo, 1964).
- Se inocularon los epimastigotes en el medio de cultivo adecuado, el medio LIT. Se
incubaron a 28°C, por 6 meses de Julio 2024 - Febrero 2025.

Se pasaron regularmente los cultivos en fase exponencial a nuevo medio LIT para
mantener la viabilidad y crecimiento de los parasitos. Los pases se realizaron cada 7 dias ,

inoculando 1 mL (7x10°) epimastigotes en 4 mL de medio de cultivo LIT complementado.

5.3 Elaboracion de curvas de crecimiento de epimastigotes de 7. cruzi

- Se colocaron 5 tubos conicos con 1x10° epimastigotes en fase exponencial.

- Se tomaron alicuotas en intervalos de tiempo regulares, 1, 24, 48, 72, 96, 120 horas. La
cuantificacion de la densidad de paréasitos se realizO mediante conteo en cdmara de
Neubauer (Saldafia, Cordova, y Vargas, 2006).

La curva de crecimiento se analiz6 en el programa estadistico GraphPad para determinar la

fase de latencia (lag), fase exponencial y fase estacionaria del crecimiento.



Evaluacion de actividad tripanocida de aceites esenciales en epimastigotes de Trupanosoma oz

La curva de crecimiento de Trypanosoma cruzi mostro6 su fase lag durante los dias 1y 2, en
los cuales el crecimiento fue minimo. A partir del dia 3, comenzo la fase exponencial,
caracterizada por un aumento acelerado en el crecimiento del parasito, alcanzando su punto
maximo alrededor del dia 8. Posteriormente, entre los dias 8 a 10, se present6 la fase
estacionaria, durante la cual la poblacion de parésitos se mantuvo estable antes de iniciar

una disminucién progresiva (muerte), en los dias 11 a 16, (Fig. 1).

3x108

2x108+ }‘
\
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Figura 1. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi, que muestra la evolucion del
crecimiento a lo largo de 16 dias. En contraste con el grupo control (7. cruzi muerto).

5.4. Determinacion de IC50 de aceites esenciales en epimastigotes de 7. cruzi

-Se prepardé un stock de aceite esencial de canela a 5 mg/mL. Posteriormente se
colocaron 5x105 epimastigotes en fase exponencial de crecimiento a diversas
concentraciones de aceite esencial de Cinnamomum v. (5pg, 10ug, 20ug, 40pg, y 80pg) Se
incubaron los cultivos durante 1, 24, 48, 72, 96, 120 horas. Finalmente se contd el nimero

de parasitos utilizando una cdmara de Neubauer (Sebaugh, 2011).
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Los resultados indicaron que, a concentraciones bajas (5 y 10 ug/mL), el crecimiento
parasitario fue comparable al de los grupos control. Sin embargo, al aumentar la dosis a
concentraciones de 40 y 80 pug/mL se evidencid una reduccion significativa en el
crecimiento de epimastigotes, lo que resulté en un menor nimero por mililitro en
comparacion con los controles y las dosis inferiores. Este comportamiento sugiere que el
efecto del tratamiento es dosis-dependiente. Ademads, de que las diferencias obtenidas son

estadisticamente significativas (p < 0.05) (Fig. 2).
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Z 0

12 24 48 72 96
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Figura 2. Efecto de aceite esencial de canela (5 mg/mL) en epimastigotes de 7. cruzi cepa Querétaro. Los
datos representan la media de 5 experimentos independientes = SD (n=5). La significancia se representd con
un valor de p<0.05 (*con respecto al grupo control).

5.5. Analisis estadistico de resultados obtenidos
- Los datos obtenidos de las cuantificaciones, se analizaron en programa GraphPad para

la obtencion de concentracion inhibitoria media (IC50).

Se obtuvo el cromatograma mediante cromatografia de gases (GC) de una muestra de

aceite de canela. En el eje horizontal se indica el tiempo de retencion, que refleja el tiempo
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que cada componente tarda en viajar a través de la columna cromatografica, mientras que
en el eje vertical se muestran los recuentos (multiplicados por 1077), los cuales estan

directamente relacionados con la concentracion de cada compuesto en la muestra (Fig. 3).
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Figura 3. Composicion quimica de aceite esencial de canela, analizada por cromatografia de gases e indice
de Kovats

El pico mas relevante se observa a los 14.61 minutos y corresponde al compuesto eugenol,
identificado con alta confiabilidad. Este pico no solo alcanza un recuento aproximado de
5.6 x 1077, sino que ademads su area representa el 68.8% de la totalidad del cromatograma
(305,524,610.7 unidades), lo que evidencia que el eugenol constituye el componente
predominante en la muestra. La consistencia de su identificacion se confirma al comparar el
indice de retencion experimental (1370) con el tedrico (1359); la estrecha proximidad entre

estos valores respalda la veracidad en la asignacion del pico a eugenol.
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Se observd que el aceite esencial de canela presenta un IC50 de 15.24 pg/mL a 24 horas,
frente a 52.12 pg/mL a 48 horas para Benznidazol. Esto indica que, bajo las condiciones
evaluadas, el aceite esencial es mas eficaz para inhibir el 50 % del crecimiento de
epimastigotes de 7. cruzi, ya que requiere una concentracion menor para lograr el mismo

efecto antiparasitario (Tabla 1).

Tratamiento Tiempo Valor de ICS0
Benznidazol 48h 52.12 ng/mL
Aceite esencial de canela 24h 15.24 ng/mL

Tabla 1. ICs de aceite esencial de canela en epimastigotes de 7. cruzi cepa Querétaro.

5.6. Cultivo de células vero

Las células Vero (derivadas del rifion de un mono verde africano) se incubaron en medio
RPMI. El medio de cultivo se suplement6 con, suero fetal bovino (10%), y penicilina (1%).
Las células se colocaron en cajas de cultivo de 25 cm?®, con medio RPMI a 37°C y 5% CO.,.
El cambio de medio se realizé hasta la confluencia del 80% entre el dia 3 y 4 de cultivo,
(Freshney, 2010).

5.7. Realizacion de ensayos de viabilidad celular

Los datos obtenidos se analizaron con el software estadistico Grap Pad. Las significancias
estadisticas se obtuvieron aplicando prueba ANOVA y Tukey's Honest Significant
Difference (HSD).

Se incubaron las células Vero (100,000 células por pozo en placas de 96 pozos con
diferentes concentraciones de aceites esenciales (Sug, 10ug, 20ug, 40ug, y 80ug ), medio
RPMI a 37°C y 5% CO, durante ( 1 hora) y grupo control célula vero sin aceite esencial).

Al finalizar los tiempos de incubacion se afadid reactivo de Presto Blue (Invitrogen™,
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basado en resazurina), se midio la absorbancia a una longitud de onda (570 nm) utilizando

un espectrofotometro de microplacas.

Los datos de los cinco experimentos independientes muestran la viabilidad celular en
respuesta a cada tratamiento. Los datos indican que, a lo largo de todas las concentraciones
evaluadas, la mediana y la dispersion de los valores de viabilidad se mantienen
consistentemente elevadas, sin diferencias significativas en comparacion con el grupo
control. Esto demuestra que la exposicion al aceite esencial de canela, dentro del rango de

dosis estudiado, no reduce la viabilidad de las células Vero (Fig. 4).

105

100  prm—

95+

90+ = =

85

80 T T T | | I
Control 3.81 7.62 15.24 30.48 60.96

% de viabilidad de células Vero

Aceite esencial de canela (ug/mL)

Figura 4. Efecto de aceite esencial de canela (5 mg/mL) en viabilidad de células Vero. Los datos representan
la media de 5 experimentos independientes + SD (n=5). La significancia se representd con un valor de p<0.05
(*con respecto al grupo control).

5.8. Procesamiento de Antigeno
Se utilizaron epimastigotes en fase exponencial, y se recolectaron por centrifugacion y

posteriormente lisados mediante sonicacion. Se liofilizaron para eliminar el agua sin

10
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degradar las proteinas y luego se congelaron a -80°C para su almacenamiento a largo plazo

(Germain, 2002).

5.9. Procesamiento de 6rganos de ratones infectados

El procesamiento histologico de 6érganos de ratones comenzo con la extraccion y fijacion de
los organos en formol al 10% durante 24-48 horas para preservar la estructura tisular.
Luego, los tejidos se sometieron a una serie de deshidrataciones con etanol creciente
(80-100%), aclaramiento con xileno e inclusion en parafina a 60°C. Posteriormente, se
realizan cortes finos de 3-5 pm con un micrétomo y se montan en portaobjetos. Para su
analisis, las muestras se rehidratan y se tifien con hematoxilina y eosina (H&E).
Finalmente, se montaron con resina y se observaron bajo microscopio Optico para evaluar la
arquitectura tisular y posibles alteraciones (Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas y

Prophet, 1995).

5.10. Colaboracion en escritura de articulo de divulgacion
Se colabord en la redaccion de articulo de divulgacion para la Revista El linfocito, de la

Sociedad Mexicana de Inmunologia.

5.11. Asistencia a cursos
Curso "Manejo de Animales de Laboratorio en Investigacion Biomédica”, impartido los
dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13 de noviembre de 2024, con una duracion total de 18 horas (Anexo

1).

11
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5.12. Asistencia a congreso
"ler. Congreso de Investigacion de Pregrado 2024", que se llevo a cabo el 27 de noviembre
de 2024, en el Auditorio "Dr. Raoul Fournier Villada"de la Facultad de Medicina, UNAM

(Anexo 2).

6. Descripcion del vinculo de las actividades desarrolladas con

los objetivos de formacion del plan de estudios

Las actividades desarrolladas durante el servicio social estan estrechamente vinculadas con
los objetivos de formacion del plan de estudios de la carrera de Biologia de la UAM
Xochimilco. El plan de estudios busca formar profesionales creativos y criticos, con
capacidad para implementar y evaluar estrategias de manejo de recursos naturales bidticos

y realizar actividades cientificas relevantes en el contexto actual.

La preparacion de medios de cultivo y soluciones amortiguadoras, asi como el manejo y
mantenimiento de cultivos de epimastigotes de 7. cruzi y células Vero, permitieron aplicar
conocimientos tedricos en practicas de laboratorio, fomentando habilidades técnicas y
analiticas esenciales en un bidlogo. La elaboracion de curvas de crecimiento y la
determinacion de IC50 de aceites esenciales en epimastigotes de 7. cruzi implican el disefio
y ejecucion de experimentos, la recoleccion y andlisis de datos, y la interpretacion de

resultados, lo cual es fundamental en la formacion cientifica rigurosa.

El analisis estadistico de los resultados y la colaboracién en la escritura de un articulo de

divulgacion fomentaron la capacidad de comunicar de manera efectiva los hallazgos

12
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cientificos, asi como el desarrollo de habilidades criticas y creativas para la resolucion de
problemas. Ademas, estas actividades estdn alineadas con los objetivos del programa de
promover la innovacidon y la creatividad, al explorar compuestos naturales contra un

parésito que representa un problema de salud publica significativo.

Las actividades desarrolladas durante el servicio social no solo contribuyeron a la
formacion técnica y cientifica, sino que también promovieron el pensamiento critico y la
aplicacion de conocimientos tedricos en contextos practicos, alinedndose con los objetivos

de formacion del plan de estudios de la carrera de Biologia de la UAM Xochimilco.
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8. Anexos

Anexo 1. Asistencia al curso "Manejo de Animales de Laboratorio en Investigacion

Biomédica".

DIVISI®N &°.
LT

EL COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO, A
TRAVES DE LA DIVISION DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA, UNAM.

otorga la presente

CONSTANCIA

Johamin Alexandra Solérzano Zutiiga

Por haber asistido al curso “Manejo de Animales de Laboratorio en Investigacidn Biomédica”, impartido
los dias 4, 5, 6, 11, 12 y 13 de noviembre de 2024, con una duracién total de 18 horas, y por haber
aprobado satisfactoriamente el examen correspondiente. Su participacicn contribuye al fortalecimiento
de las buenas practicas en la investigacion biomédica.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 22 de noviembre de 2024

Dir. Castell Rodriguez Andrés Elid
Jefe de la Divisidn de Investigacion
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Anexo 2: Asistencia al "ler. Congreso de Investigacion de Pregrado 2024".

Ehie Do — 1ER COMGRESD DE
B B z=v & © veesr s @ #09 | i
ot
o DE PREGRADO 2024
LA FACULTAD DE MEDICINA
DE LA UNIVERSIDAD MACIOMNAL AUTOMOMA DE MEXICD
Cmorga la presente

C T
Johamin Qlexandra Soléreanc Ziiiiga

Por 5u asistencla al “fer. Congreso de Investigackin de Pregrado 20247, que se
llieva & cabo & 27 de noviemione de 2024, en el Audhoro Dr. Racul Fournier

Willaoa" de |3 Facultad de Medicing, LINAKL.

“POE MI RAZA HABLARA EL ESFIRITL™
Clandad Ulpimessisis, T M & 57 de aviesibre e 305

CRA ARA CAROLINA DR AHMDRES ELID
SEFUILVEDA VILDOSOLA CASTELL RODEIGUEZ
DIEEECTORA TEFE 1 L, T EETIGAD

s HLA
SECRET AR, GEWERAL 4
I 2 L FACLIL AL DR MR-, LORLARE B LA FACTLTAD Dl MRCEA - DHAM D LA FACULTAD D WE
‘l

o
A, DA
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