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Resumen

Objetivos: Determinar la actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro de los aceites
esenciales de 10 plantas medicinales. Ademas, determinar la actividad citotoxica
de los aceites contra células de mamiferos y la actividad modulatoria de los
aceites sobre el 6xido nitrico. Disefio: Estudio experimental in vitro. Institucion:
Instituto de Investigaciones Clinicas e Instituto de Medicina Tropical, Facultad
de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Per(. Material
biolégico: Epimastigotes de Trypanosoma cruzi, células Raw 264.7, aceites
esenciales de Mentha X piperita L (menta), Rosmarinus officinalis L (romero),
Chenopodium ambrosioides L (paico), Eucaliptus globulus Labill (eucalipto),
Artemisia absinthium L (ajenjo), Melissa officinalis L (toronjil), Minthostachys
setosa Brig (mufia), Cimbopogon citratus (hierba luisa), Aloysia triphylla (cedrén)
y Mentha spicata L (hierba buena). Método: La actividad tripanocida se evalud
contra epimastigotes cultivados en medio LIT, incubados por 48 horas a 37°C en
incubador humidificado con CO, al 5%. El cristal violeta se utilizo como control
positivo. La actividad citotoxica de los productos contra células mamiferas se evalud
en células RAW 264.7 y la actividad modulatoria de los compuestos sobre éxido
nitrico también se determind en los cultivos de células RAW 264.7. Principales
medidas de resultados: Porcentaje de inhibicion de viabilidad y CI50. Resultados:
Los aceites esenciales de Cymbopogon citratus (hierba luisa) y Aloysia triphylla
(cedron) inhibieron significativamente el crecimiento de la forma epimastigote
de T cruzi, con una CI50 de 63,09 y 96,49 pg/mL, respectivamente. No hubo
variacion significativa de la concentracion de 6xido nitrico y tampoco se evidencié
citotoxicidad. Conclusiones: Los aceites esenciales de Cymbopogon citratus y
Aloysia triphylla mostraron actividad anti-Trypanosoma cruzi in vitro y no fueron
citotoxicas para las células mamiferas.
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Abstract

Objectives: To determine in vitro anti-Trypanosoma cruzi activity of essential oils
of 10 plants, cytotoxic activity of oils against mammalian cells and modulatory
activity of oils on nitric oxide. Design: In vitro analytical-experimental research,
prospective longitudinal cutting. Setting: Institute of Clinical Research, and
Institute of Tropical Medicine, Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima, Peru. Biological material: Trypanosoma cruzi epimastigotes;
Raw 264.7 cells; ten medicinal plants: Mentha X piperita L (menta), Rosmarinus
officinalis L (romero), Chenopodium ambrosioides L (paico), Eucaliptus globulus
Labill (eucalipto), Artemisia absinthium L (ajenjo), Melissa officinalis L (toronijil),
Minthostachys setosa Brig (mufia), Cimbopogon citratus (hierba luisa), Aloysia
triphylla (cedrén), and Mentha spicata L (hierba buena). Methods: The trypanocidal
activity was assessed against epimastigotes grown in LIT medium, incubated for
48 hours at 37°Cin humidified incubator with 5% CO,. Crystal violet was used as
positive control. The cytotoxic activity of products against mammalian cells was
assessed in RAW 264.7 cells and the modulatory activity of compounds on nitric
oxide was also measured in cultured RAW 264.7 cells. Main outcome measures:
Percentage inhibition of viability and IC50. Results: Essential oils of Cymbopogon
citratus (lemon verbena) and Aloysia triphylla (lemon verbena) inhibited the
growth of T. cruzi epimastigote form with good IC50s of 63.09 and 96.49 mg/mL,
respectively. There was no significant variation in the concentration of nitric oxide
and no cytotoxicity was evident. Conclusions: Essential oils of Aloysia triphylla and
Cymbopogon citratus showed anti-Trypanosoma cruzi activity in vitro and were not
cytotoxic to mammalian cells.
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INTRODUCCION

La Trypanosomiasis americana o en-
fermedad de Chagas es una infeccion
parasitaria causada por Trypanosoma
crugi; es transmitida por insectos hema-
tofagos de la familia Reduviidae, conoci-
dos comGinmente en nuestro pafs como
‘chirimachas’ . Esta enfermedad afecta
principalmente a la poblacion rural y
periurbana en el continente americano,
donde las viviendas son construidas de
adobe o carrizo y el hacinamiento favo-
rece la presencia y proliferacion del vec-
tor . En el Perq, alrededor de 394 000
habitantes son infestados por el vector y
24 000 personas son infectadas .

La enfermedad de Chagas esta pre-
sente en casi todos los pafses de América
Latina y afecta de 18 a 20 millones de
personas desde México hasta Chile y
Argentina. En el Per, los departamentos
en los que se ha reportado casos autdcto-
nos de enfermedad de Chagas son: Piura,
Cajamarca, Amazonas, Apurimac, San
Martin, Junin, Ucayali, Huanuco, Ica,
Arequipa, Moquegua y Tacna. En el pafs,
durante el aho 2006, se ha notificado
77 casos de tripanosomiasis americana
o enfermedad de Chagas en el sistema
nacional de vigilancia epidemiologica;
los casos proceden de las regiones de
Arequipa (67 casos), Cajamarca, Ica,
Loreto, Moquegua y Pasco .

La tasa de prevalencia nacional en el
Per(i se estima en 0,01-0,02 x 100 000
habitantes y una tasa nacional acumulada
de 7,29 x 100 000. Se estima en 43 170 los
casos de infeccion por T. cruzi en las areas
endémicas, de las cuales 1 209 correspon-
den a formas agudas u oligosintométicas
y 22 962 a casos cronicos, siendo 3 142
los nifios menores de 5 anhos afectados
en ambos grupos. El grupo de edad mas
afectado se encuentra entre los 20 y 54
ahos de edad .

La farmacoterapia actual de la enfer-
medad de Chagas comprende escasamen-
te dos farmacos, el nifurtimox y el benz-
nidazol. Ambos fArmacos son toxicos; es
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necesario administrarlos por largo tiempo
y solo sirven para la fase aguda de la en-
fermedad ©). La falta de investigacion de
drogas antitripanosdmicas por parte de
la industria farmacéutica se refleja en el
hecho que solo 1% de las nuevas drogas
aprobadas entre 1975 y 1999 fueron para
enfermedades tropicales ©, por lo que la
enfermedad de Chagas forma parte de
una lista de infecciones conocidas como
enfermedades tropicales olvidadas, con
una prevalencia global de 8 a 9 millones
y una poblacion en riesgo de 25 millones
de personas (.

Ante ello, es necesaria la bsqueda
de nuevos agentes terapéuticos para la
enfermedad de Chagas, siendo las plantas
medicinales una alternativa viable. Asf,
nos propusimos realizar la presente in-
vestigacion para determinar la actividad
anti-Tripanosoma cruzi in vitro de los
aceites esenciales de Mentha X piperita L
(menta), Rosmarinus officinalis L (rome-
ro), Chenopodium ambrosioides L (paico),
Eucaliptus globulus Labill (eucalipto),
Artemisia absinthium L (ajenjo), Melissa
officinalis L (toronjil), Minthostachys
setosa Brig (muha), Cimbopogon citratus
(hierba luisa), Aloysia triphylla (cedron)
y Mentha spicata L (hierba buena). Tam-
bién nos propusimos determinar el efecto
sobre la produccion de dxido nitrico por
las células RAW 264.7, como un proba-
ble mecanismo de accion, y determinar
el efecto citotoxico sobre sobre células
mamiferas.

METODOS

La extraccion de los aceites esenciales
se realizd por el método de arrastre por
vapor de agua ®, para lo cual se utili-
26 las hojas frescas de cada planta. El
destilado se separd tomando en cuenta
sus propiedades de inmiscibilidad y di-
ferencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial, utilizando una pera de
separacion de vidrio. Se deshidrato las
impurezas de agua en el aceite esencial
con Na,SO, anhidro, se filtro y se guardd
en un frasco de vidrio color 4mbar bajo
refrigeracion, a una temperatura de 4°C,
hasta su uso.

Como parasito se utilizd tripomasti-
gotes de T. cruzi que fueron mantenidos
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en raton mediante pasajes cada 20 dfas.
Los epimastigotes fueron mantenidos en
medio LIT (liver infusion tryptose).

Las células RAW 264.7 fueron man-
tenidas en medio RPMI-1640 y suple-
mentado con suero bovino fetal al 10%,

a 37°C, en un incubador humidificado
con 5% de CO,.

Para la determinacion de la actividad
tripanocida contra epimastigotes, los
aceites esenciales fueron disueltos pre-
viamente en DMSO (dimetil sulféxido)
al 1% y diluidos en medio LIT. Segin el
método de Araya y col. ), los epimasti-
gotes mantenidos en medio LIT fueron
contados en una camara hemocitométri-
ca de Neubauer; a continuaciéon 50 pL
de una suspension de 4 x 10%parasitos/
mL fueron adicionados en microplacas
de 96 pozos, luego los aceites esenciales
disueltos en medio LIT, en dosis de 50,
100, 250y 500 pg/mL, fueron adicionados
en un volumen de 50 pL. Se utilizo cristal
violeta en una concentracion de 250 g/
mL como control positivo, y medio de
cultivo con DMSO al 1% como control
de viabilidad. Se incub6 durante 48 horas
a 28°C. La viabilidad de los epimastigotes
est4 basada en la conversion celular de la
sal soluble de tetrazolio MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) en formazan insoluble
por enzimas mitocondriales, para lo cual
se adicion6 10 uL de MTT (5 mg/mL) a
cada pozo y se incub6 a 37°C por 4 horas.
La extraccion del formazan se llevd a cabo
con SDS (sodium dodecyl sulfate) al 10%,
por 18 horas (100 pL/pozo), a 26°C. El
ntimero de epimastigotes vivos fue deter-
minado indirectamente por la DO a 570
nm, leido en un lector de microplacas
Dynex Technologies Revelation 4.25%. El
célculo de la CI50 (concentracion reque-
rida para 50% de inhibicion) se realizo
mediante anélisis de la curva sigmoide del
logaritmo de la dosis versus porcentaje de

viabilidad.

La viabilidad se calculd de la siguiente
manera:

viabilidad (% control) = 100 x absorbancia de
muestra/absorbancia de control

Para la actividad citotdxica contra
células mamiferas, siguiendo el método
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de Tempone y col. 1@, 50 uL de células
RAW 264.7 ECACC (European collection
of cell cultures), en una concentracion de
4 x 10° células/mL, fueron sembradas en
microplacas de 96 pozos; luego se adicio-
nod los aceites esenciales en concentra-
cion de 100, 50 y 20 pg/mL, disueltos en
DMSO vy diluidos en medio RPMI 1640
sin rojo de fenol, en un volumen de 50
pL. Las microplacas fueron incubadas
por 48 horas a 37°C en un incubador
humidificado con 5% de CO,. Las células
control fueron incubadas en presencia
de DMSO vy sin drogas. La viabilidad de
las células se determind con el ensayo
MTT. Se realizd un anélisis de regresion
no lineal dosis-respuesta para el calculo

de CI50.

El nivel de 6xido nitrico (NO) pro-
ducido por macrofagos fue determinado
indirectamente por la medicion de la
concentracion de nitrito en el medio
de cultivo, segn el método de Torres-
Santos y col. 'V, con modificaciones. En
una microplaca de 96 pozos se adiciond
100 pL de la suspension de 4 x 10° células
RAW 264.7 y se incubd a 37°C, por 2
horas, en 5% de CO,. Después de lavar
las células no adherentes, se adiciond
200 pL de medio conteniendo concen-
traciones variadas de las sustancias de
prueba, en triplicado. Después de 48
horas de incubacion a 37°C, se colectd
100 uL del sobrenadante del cultivo. El
contenido de nitrito se determind con
el reactivo de Griess [acido sulfanilico al
1% en Acido fosforico al 5% (reactivo A)
y N-1-naftilenodiamina al 0,1% en agua
(reactivo B)], que conduce a la formacion
de cromoforos magenta caracterizado por
color grisaceo, segtin el método de Miran-
daycol. 1 A los 100 pL de sobrenadante
se adiciond 50 pL de reactivo A y 50 pL
de reactivo B y después de 30 minutos se
procedid a la lectura de la absorbancia
en un lector de microplacas Dynex Tech-
nologies Revelation 4.25®, a una longitud
de onda de 540 nm. Para el célculo de la
concentracion de nitrito se utilizd una
curva de calibracion estandar.

Los datos obtenidos fueron expresa-
dos como media + desviacion estandar
y las comparaciones entre los grupos
experimentales fueron realizadas por
ANOVA de una via seguido, por una
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prueba post-hoc de Scheffé. Las medias
fueron consideradas significativamente
diferentes cuando p < 0,05. Se utilizo el
software SPSS 15.0.

RESULTADOS

Los aceites esenciales de Cimbopogon
citratus (hierba luisa) y Aloysia triphylla
(cedron) inhibieron el crecimiento de la
forma epimastigote de T. cruzi con una
buena CI50 (concentracion requerida
para 50% de inhibicion) de 63,09 y 96,49
pg/mL, respectivamente (p<0,05). Men-
tha spicata (hierba buena), Chenopodium
ambrosioides (paico), Rosmarinus officinalis
(romero) y Eucaliptus globulus (eucalipto)
exhibieron moderada actividad inhibito-
ria, con CI50 de 120,23 a 346,74 pg/mL.
Por su parte, Melissa officinalis (toronjil),
Mentha X piperita (menta), Minthostachys
setosa (muha) y Artemisia absinthium
(ajenjo) fueron inactivas (tabla 1).

Todos los aceites esenciales ensayados
demostraron falta de toxicidad para las
células mamiferas, toda vez que su CI50
fue > 100 pg/mL.

El nivel de nitrito en el sobrenadante
de los cultivos de células RAW 264.7
no mostro diferencia significativa por
efecto de ninguno de los diez aceites
esenciales, con respecto al control (figura
1); sin embargo, con Cimbopogon citratus
y Aloysia triphylla se observod una dismi-
nucién desde 5,10 + 0,56 uM (control)
hasta 3,40 + 1,25 utM y 3,00 + 0,82 uM,

respectivamente.
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DISCUSION

En la basqueda de nuevas drogas alterna-
tivas para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas, los productos vegetales han
demostrado poseer importante actividad
contra parasitos hemoflagelados. Se ha
reportado que el extracto de la hoja de
B. dracunculifolia, a una concentracion
de 3 mg/mL, produjo 100% de lisis de
formas tripomastigotes de T cruzi *%; los
extractos y fracciones de A. amazonicus
mostraron lisis de las formas tripoma-
sigotes de T. crugi in vitro ; otros
investigadores también han demostrado
el efecto tripanocida de diversos extractos
vegetales (101519 as{ como de diversas
estructuras terpénicas contra uno o todos
los estadfos de T. cruzi 7%, También
han mostrado efecto tripanocida algunos
alcaloides 13 220 ]igna-
nos ?? y artemisininas ).

) flavonoides ¢

En la presente investigacion, los aceites
esenciales de Cimbopogon citratus (hierba
luisa) y Aloysia triphylla (cedron) inhibie-
ron el crecimiento de la forma epimasti-
gote de Trypanosoma cruzi, con una buena
CI50 < 100 pg/mL (tabla 1). Los aceites
esenciales de otras plantas también han
demostrado poseer actividad contra T.
crug; asi, el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) inhibio el crecimiento
de epimastigotes de T. cruzi y también
indujo lisis de tripomastigotes; semejante
actividad se observo con el aceite esen-
cial de Thymus vulgaris L (tomillo) ¢
Ademas, los aceites esenciales de Achillea

millefolium L (milenrama), Syzygium aro-
maticum L (clavo) y Ocimun basilicum L
(albahaca) también han demostrado su
actividad inhibitoria del desarrollo de
epimastigotes y tripomastigotes de T.
cruzi 09, Es probable que la actividad
tripanocida de los aceites esenciales de
Cimbopogon citratus y Aloysia triphylla se
encuentre relacionada con su compo-
nente principal: el citral (una mezcla de
geranial y neral), dado que esta es una
reconocida sustancia con propiedades
antibacterianas y antiparasitarias (anti-
malérica) ¢V,

Se ha descrito varios mecanismos
por los cuales los productos derivados
de las plantas pueden ejercer su efecto
anti-Trypanosoma cruzi. Los alcaloides
isoquinolinicos estan implicados fuer-
temente en la inhibicion de una enzima
antioxidante esencial del Trypanosoma, la
tripanotiona reductasa. Esta enzima por sf
misma ejecuta una variedad de funciones
y protege al parasito de varias especies
reactivas de oxigeno generados por las
células de defensa del huésped ©?. Un
naftoimidazol derivado de B-lapachona
produjo condensacion anormal de cro-
matina y daho mitocondrial; asf, los
epimastigotes presentaron alteraciones
de reservosomas y los tripomastigotes,
una alteracion en la densidad electronica
de 4cidocalcisomas ©*. La artemisinina
inhibe la actividad de la ATPasa de-
pendiente de calcio en membranas de
T. cruz, sugiriendo un modo de accion

Tabla 1. Efecto de los aceites esenciales sobre epimastigotes de Trypanosoma cruzi'y su toxicidad contra células mamiferas.

Aceite esencial % de viabilidad de epimastigotes + DE CI50 Citotoxicidad en células
50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL (Mg/mL) RAW 264,7 (CI50 pg/mL)
Mentha spicata 88,61+ 3,70 51,90 + 1,87 45,57 £ 1,93 35,44 +£2,40 120,23 512,86
Melissa officinalis 100,00 £ 0 100,00 £ 0 82,28 + 4,33 73,42 £ 4,27 2511,89 >3000
Cimbopogon citratus 74,68 + 4,47 29,11+ 0,99 13,92 £ 1,55 0,000 63,09 354,81
Chenopodium ambrosioides 100,00 £ 0 79,75 + 1,84 50,63 £ 5,28 37,97 £4,20 263,03 24547
Mentha X piperita 100,00 £0 98,73 +£1,78 86,08 £ 1,76 78,48 £2,79 6918,31 251,19
Minthostachys setosa 100,00 £ 0 100,00+ 0 94,94 +4.84 91,14 £ 2,55 >100000 165,96
Rosmarinus officinalis 100,00+ 0 96,20 + 3,62 55,7+2,98 44,30 + 3,80 346,74 186,21
Eucaliptus globulus 100,00+ 0 60,76 + 2,16 37,97 £2,49 2532 +2,43 151,36 218,78
Aloysia triphylla 89,87 2,85 49,37 +4,43 21,52 +2,59 0,000 95,49 257,04
Artemisia absinthium 100,00 £ 0 94,94 + 1,86 87,34+£28 83,54 £ 3,10 >100000 1862,09

El control positivo, cristal violeta a 250 pg/mL, mostro 0% de viabilidad. El control negativo, medio LIT mas DMSO al 1%, mostré 100% de viabilidad.
La actividad tripanocida fue expresada como porcentaje de viabilidad de las formas de epimastigote de T. cruzi + desviacion estandar.
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Figura 1. Efecto de 125 pg/mL de aceites esenciales sobre la produccion de nitrito (uM)
en células RAW 264.7.

via bombas de membrana . Ademas,
el diterpeno komaroviquinona mostrd
potente actividad tripanocida, debido
a la generacion de especies reactivas de
oxigeno catalizada por enzimas de T.
cruzi B9,

Existen evidencias experimentales
que demuestran que el 6xido nitrico esta
involucrado en la actividad microbicida
de macrofagos contra varios patdgenos
intracelulares, incluyendo Leishmania
major, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma
gondii; asf como también que los eosind-
filos tienen actividad microbicida contra
muchos parasitos, tales como Schistosoma
mansoni, Trichinella spiralis, T. cruzi y L.
amazonensis %%, En un intento por deter-
minar el mecanismo de accion tripano-
cida, nosotros evaluamos la produccion
de oxido nitrico por las células RAW
264.7 por efecto de los aceites esenciales;
sin embargo, no encontramos diferencia
significativa con respecto al control. Por
el contrario, en el caso de los aceites de
hierba luisa y cedrén encontramos una
disminucion del nivel de oxido nitrico
(figura 1), lo cual guarda relacién con
los hallazgos de Jeon H y col. 9, quie-
nes demostraron que el citral, principal
componente de ambos aceites esenciales,
produjo inhibicién de la produccion de
oxido nitrico. Esto nos indicarfa que pro-
bablemente se encuentre implicado otro
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mecanismo de accion, diferente al d6xido
nitrico, tal como lo demuestra un estu-
dio mediante microscopia electronica,
donde se observd que los amastigotes de
Trypanosoma cruzi fueron desintegrados
por los macrofagos peritoneales de raton
y que el peroxido de hidrogeno fue la mo-
lécula efectora responsable de la accion

tripanocida de los macrofagos ¢7.

De igual manera, los aceites esenciales
ensayados no han demostrado tener efec-
to citotoxico sobre células mamiferas in
vitro, lo cual nos podrfa sugerir falta de
toxicidad para futuros estudios preclini-
COs in vivo.

Concluimos de la presente investiga-
cidbn que, en condiciones experimentales,
los aceites esenciales de Cimbopogon
citratus (hierba luisa) y Aloysia triphylla
(cedrén) mostraron efecto anti- Trypano-
soma crugi in vitro y no fueron citotoxicas
para las células mamiferas.

Trabajo de investigacion financiado por el
Consejo Superior de Investigaciones de la

UNMSM.
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