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Resumen
Introducción: Existe escasa investigación en enfermedades olvidadas. Las plantas medicinales son una potencial fuente de compuestos 
antimicrobianos. Objetivos: Determinar la toxicidad del aceite esencial de Aloysia triphylla y la actividad del citral contra Trypanosoma cruzi 
en ratones. Diseño: Estudio experimental preclínico in vivo. Institución: Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, 
Perú. Material: Ratones albinos. Intervenciones: La toxicidad aguda oral a dosis única fue evaluada en ratas albinas. Para la actividad 
tripanocida se utilizaron ratones asignados a los siguientes grupos: infectados y no tratados (G1), infectados y tratados con citral 
en dosis de 50, 150 y 300 mg/kg/día (G2, G3 y G4, respectivamente), infectados y tratados con benznidazol 100 mg/kg (G5) y no 
infectados y no tratados (G6). La parasitemia fue determinada individualmente cada 2 días por microscopia directa. En los días 14, 
21 y 28 post infección, cinco ratones de cada grupo fueron sacrificados y los corazones procesados para análisis histopatológico. 
Principales medidas de resultados: Signos de toxicidad y mortalidad, y parasitemia. Resultados: La dosis límite de 2 000 mg/kg no 
provocó signos ni síntomas de toxicidad y los estudios anatomopatológicos macroscópicos y microscópicos no mostraron alteración 
de los órganos estudiados. La parasitemia fue reducida significativamente con la dosis de 300 mg/kg en los días 16° 18° y 20° post 
infección (p < 0,05). El número de nidos de amastigotes y de infiltrados inflamatorios en corazón fueron reducidos en 67,7% y 51,7%, 
respectivamente, con 300 mg/kg en el día 28°. Conclusiones: El aceite esencial de Aloysia triphylla es calificado como no tóxico y el 
citral en dosis de 300 mg/kg tuvo actividad contra Trypanosoma cruzi en ratones. 
Palabras clave: Trypanosoma cruzi, aceite esencial, cedrón, toxicidad, citral.

Abstract
Introduction: There is limited research on neglected diseases. Medicinal plants are potential sources of antimicrobial compounds. 
Objectives: To determine the toxicity of Aloysia triphylla essential oil and citral activity against Trypanosoma cruzi in mice. Design: 
Experimental study in vivo, preclinical. Setting: Faculty of Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological 
material: Albino mice. Main outcome measures: Signs of toxicity and mortality and parasitemia. Interventions: Acute oral toxicity at 
single dose was evaluated in albino rats. For trypanocidal activity mice were assigned to the following groups: untreated infected (G1), 
infected and treated with citral at doses 50, 150 and 300 mg/kg/day (G2, G3 and G4 respectively), infected and treated with benznidazole 
100 mg/kg (G5), and uninfected and untreated (G6). Parasitemia was determined individually every 2 days by direct microscopy. In 
days 14, 21 and 28 post infection five mice from each group were sacrificed and their hearts processed for histopathology. Results: 
The limit dose of 2 000 mg/kg did not cause signs or symptoms of toxicity and macro and microscopic anatomopathology did not show 
alterations in the organs studied. Parasitemia was significantly reduced at dose of 300 mg/kg at days 16, 18, and 20 post infection (p 
<0.05); the number of amastigote nests and inflammatory infiltrates in heart were reduced on day 28 by 67.7% and 51.7% respectively 
with 300 mg/kg. Conclusions: Aloysia triphylla essential oil is qualified as nontoxic and citral at 300 mg/kg dose had activity against 
Trypanosoma cruzi in mice.
Keywords: Trypanosoma cruzi, essential oil, cedron, toxicity, citral.
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INTRODUCCIÓN

En Latinoamérica existen 18 a 20 mi-
llones de personas que sufren la en-
fermedad de Chagas o tripanosomiasis 
americana, que en la forma crónica 
constituye una causa importante de 
miocardiopatía, megaesófago, megaco-

lon y muerte (1). Solamente existen dos 
fármacos para el tratamiento de la en-
fermedad de Chagas, benznidazol y ni-
furtimox, los cuales son útiles solo para 
la fase aguda; además de ser ineficaces 
son tóxicos y se requiere administrarlos 
por largo tiempo (2). Por otra parte, las 
poblaciones afectadas por esta enferme-

dad son socioeconómicamente pobres, 
lo cual no estimula a la industria far-
macéutica a investigar en este campo, 
dado que no tiene buenas perspectivas 
de rentabilidad y lucro; por eso, la Or-
ganización Mundial de la Salud consi-
dera a la enfermedad de Chagas como 
una de las enfermedades olvidadas (3). 
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Por tal motivo, es urgente la búsqueda 
de nuevos agentes terapéuticos para 
esta enfermedad y los recursos natura-
les son una alternativa viable.

Aloysia triphylla Britton es una plan-
ta espontánea de América del Sur, 
originaria del Perú (4); popularmente 
se la conoce como ‘cedrón’, ‘cidrón’, 
‘limón verbena’, ‘verbena’, ‘yerba luisa’ 
o ‘hierba de la princesa’, según el país 
o la región (5). Se ha demostrado que el 
aceite esencial de Aloysia triphylla pre-
senta importante actividad antimicro-
biana contra Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, Bacillus cereus, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, 
Klebsiella ozaenae, Enterococcus sp, Baci-
llus subtilis y Candida albicans (6,7); tam-
bién produce inhibición in vitro de la 
replicación de 4 serotipos del virus del 
dengue (8), y notable actividad antioxi-
dante, mayor que la vitamina E (9). En 
estudios previos hemos demostrado que 
el aceite esencial de Aloysia triphylla in-
hibió el crecimiento in vitro de epimas-
tigotes de T. cruzi con una CI50 de 96,49 
μg/mL (10), así como la actividad anti-
Trypanosoma cruzi en ratones (11). 

El citral es el principal componente 
del aceite esencial de Aloysia triphylla 
Britton y de otras plantas aromáticas 
como Cymbopogon citratus, Melissa offi-
cinalis, Verbena officinalis (12). Se ha in-
formado diversas actividades biológicas 
del citral, tales como antiinflamatoria, 
en el modelo de edema de pata indu-
cido por carragenina (13,14), supresión de 
la COX-2 y activación de PPARγ  (15), 
inhibición de la producción de óxido 
nítrico inducida por lipopolisacári-
do (16), actividad antinociceptiva  (17), 
vasodilatadora en anillos aórticos de 
rata (18), espasmolítica (13,19), sedante 
y relajante motora(20), actividad anti-
proliferativa en células NB4 de leuce-
mia promielocítica vía la inducción de 
apoptosis (21), proapoptótica en leuce-
mia mielocítica crónica probablemente 
por activación directa de procaspasa 
3 (22), inducción de apoptosis en varias 
líneas celulares de cáncer hematopo-
yético (12), e inhibición del crecimiento 
de células MCF-7 de cáncer de mama 

humano con detención del ciclo celular 
en la fase G(2)/M (23). También mostró 
efecto anti-clastogénico al inhibir la 
formación de micronúcleos inducido 
por níquel (24). Además, se ha demos-
trado actividad antimicrobiana como 
inhibición del crecimiento de hifas de 
Trichophyton mentagrophytes -en donde 
se observó que la membrana celular y 
las organelas fueron dañadas irreversi-
blemente por el citral (25)-, potente ac-
tividad in vitro contra Candida spp. (26), 
actividad antiviral contra virus de la 
fiebre amarilla (27) y herpes virus simple 
tipo 1 (HSV-1) in vitro (28).

Basados en estos importantes ante-
cedentes de las actividades biológicas 
de Aloysia triphylla Britton y la nece-
sidad de establecer la seguridad como 
prueba preclínica indispensable, nos 
propusimos evaluar la toxicidad aguda 
oral del aceite esencial de Aloysia tri-
phylla Britton y la actividad anti-Trypa-
nosoma cruzi del principal componente 
de este aceite esencial, el citral, en un 
modelo murino.

MÉTODOS 

La planta Aloysia triphylla Britton fue 
colectada en la ciudad de Huaraz, Perú; 
una muestra fue llevada al Museo de 
Historia Natural de la UNMSM para su 
identificación taxonómica (constancia 
N° 070-USM-2010). El aceite esencial 
de la planta fue obtenido por arrastre 
con vapor de agua en un aparato tipo 
clevenger (29), para lo cual se utilizó las 
hojas frescas; el aceite esencial fue se-
parado y deshidratado con Na2SO4 an-
hidro, se filtró y guardó en un frasco de 
vidrio color ámbar bajo refrigeración a 
una temperatura de 4 ºC hasta su uso.

La toxicidad aguda a dosis única se 
evaluó mediante el método de OECD 
(Organisation for Economic Cooperation 
and Development), directriz 420 (30). Se 
utilizó ratas albinas hembras de la raza 
Holtzman, de 180 ± 20 g de peso cor-
poral y 7 semanas de edad, adquiridas 
en el Instituto Nacional de Salud, las 
cuales fueron aleatoriamente asignadas 
a 4 grupos (n = 5). Un grupo fue con-

trol y solo recibió el vehículo (dimetil 
sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®) 
al 1% en agua), y los 3 restantes recibie-
ron el aceite esencial de cedrón en dosis 
única de 2 000, 300 y 50 mg/kg de peso 
corporal, respectivamente. Los anima-
les fueron observados individualmente 
durante los primeros 30 minutos, con 
especial atención durante las primeras 
4 horas y diariamente hasta los 14 días 
del experimento, recogiéndose signos 
y síntomas de toxicidad. Las observa-
ciones estuvieron dirigidas a la deter-
minación de muerte y tiempo de ocu-
rrencia de la misma, signos y síntomas 
de toxicidad incluyendo su comienzo 
y duración, además de cambios en la 
piel, pelaje, membranas de mucosas y 
ojos, en el sistema respiratorio, circula-
torio, nervioso central y autónomo, en 
la actividad somatomotora y compor-
tamiento. Se prestó especial atención 
a la potencial ocurrencia de temblor, 
convulsiones, salivación, diarrea, letar-
go, somnolencia y coma. Se controló el 
peso de los animales en los días 0, 7 y 
14. Al concluir el experimento se sa-
crificó los animales por inhalación de 
éter etílico para la posterior necropsia 
y estudio anatomopatológico macros-
cópico del estómago, el hígado, el bazo, 
los pulmones, los riñones, el esófago 
y el intestino delgado. Finalmente, se 
realizó el examen microscópico de es-
tos órganos.

Para la determinación de la activi-
dad anti-Trypanosoma cruzi en ratones, 
como parásitos se usó tripomastigotes 
sanguíneos cosechados por punción 
cardíaca de ratones albinos infectados 
por Trypanosoma cruzi en el pico de pa-
rasitemia.

Para la infección in vivo, se utilizó ra-
tones albinos machos, cepa BALB/c, de 
25 a 30 g de peso corporal y 5 semanas 
de edad; fueron obtenidos del Instituto 
Nacional de Salud, mantenidos bajo un 
ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas y 
se les permitió una semana de aclimata-
ción antes del experimento con alimen-
to y agua ad libitum. La infección se 
ejecutó por inyección intraperitoneal 
de 104 tripomastigotes sanguíneos.
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Los animales fueron asignados alea-
toriamente a los siguientes grupos (n 
= 15): infectados y no tratados (G1), 
infectados y tratados con citral en dosis 
de 50, 150 y 300 mg/kg/día (G2, G3 y 
G4, respectivamente), infectados y tra-
tados con benznidazol 100 mg/kg (G5) 
y no infectados y no tratados (G6). 

El citral fue adquirido de Sigma-
Aldrich®. Fue disuelto en dimetilsul-
fóxido (DMSO) al 1% y se administró 
por vía intragástrica, mediante sonda 
orogástrica, en dosis de 50, 150 y 300 
mg/kg/día a los grupos G2, G3 y G4, 
respectivamente, desde el 7 al 28 día 
post infección (dpi). El benznidazol, en 
suspensión, fue administrado en dosis 
de 100 mg/kg/día (G5), de manera si-
milar a los 3 grupos anteriores, mientras 
que el grupo control (G1) solo recibió 
el vehículo en igual volumen.

La parasitemia fue observada indivi-
dualmente cada 2 días por microscopia 
directa a 400X, contando los parásitos 
en 5 µL de sangre obtenida de la cola.

En los dpi 14, 21 y 28 se sacrificó 5 
ratones de cada grupo, se removió los 
corazones, se los cortó longitudinal-
mente, se lavó en buffer fosfato salino 
(PBS) helado y fijó en formaldehido 
al 10% en buffer fosfato salino (PBS). 
Las muestras de tejidos fijados fueron 
deshidratadas y embebidas en parafina. 
Tres secciones (3 µm) de cada muestra 
fueron coloreadas con hematoxilina-
eosina (HE) y fueron analizadas por 
microscopia de luz. Se determinó el 
grado de fibrosis, número de nidos de 
amastigotes y de infiltrados inflamato-
rios (más de 10 células mononucleares) 
en al menos 100 campos en cada lámi-
na. Se obtuvo el número promedio de 

nidos de amastigotes y de infiltrados 
inflamatorios por campo, con tres sec-
ciones de cada corazón. 

Los datos obtenidos fueron expresa-
dos como media ± desviación estándar 
y las comparaciones entre los grupos 
experimentales se realizaron por ANO-
VA de una vía, seguido por una prueba 
post-hoc de Dunnett. Las medias se 
consideraron significativamente dife-
rentes cuando p < 0,05. Se utilizó el 
software SPSS versión 19.

RESULTADOS 

La dosis límite de 2 000 mg/kg no pro-
vocó signos o síntomas de toxicidad ni 
muertes en los animales de experimen-
tación. El peso corporal como indicador 
de toxicidad no varió de manera signifi-
cativa a lo largo de las dos semanas de 
evaluación y la tendencia a la ganancia 
de peso fue normal (tabla 1).

Los estudios anatomopatológicos 
macroscópicos y microscópicos no 
mostraron alteración de los órganos es-
tudiados.

El tratamiento con citral en dosis de 
50 y 150 mg/kg no produjo variación 
significativa sobre la parasitemia a lo 
largo de todo el periodo de tratamien-
to; sin embargo, con la dosis de 300 mg/
kg se evidenció una reducción signifi-
cativa de la parasitemia en los dpi 16 18 
y 20 (p < 0,05), mientras que en el 22 
dpi, no obstante la disminución desde 
136,3 ± 4,2 a 76,8 ± 5,5 tripomastigo-
tes x 104/mL no fue significativa (p = 
0,06, con la prueba de Dunnett), a pe-
sar de representar 43,7% de reducción 
(figura 1).

El número de nidos de amastigotes 
en tejido cardiaco de los ratones dismi-
nuyó por efecto del tratamiento con las 
diversas dosis del citral; aunque no fue 
significativa, dicha reducción fue mayor 
con la dosis de 300 mg/kg que en el 28° 
dpi redujo en 67,7% la carga parasitaria 
(figuras 2 y 3).

El número de infiltrados inflamato-
rios en tejido cardiaco de los ratones 
también disminuyó con el tratamiento 

Tabla 1. Variación del peso corporal ( x ± EE ) durante 14 días, después de la 
administración de dosis únicas de aceite esencial de Aloysia triphylla.

Día
  0 7 14

Vehículo 187,8 ± 1,3 216,0 ± 4,7 225 ± 5,5

2 000 mg/kg 184,7 ± 6,0 198,5 ± 2,7 220 ± 3,1

300 mg/kg 185,0 ± 4,6 208,0 ± 6,4 218 ± 6,1

50 mg/kg 184,7 ± 2,7 210,0 ± 5,3 222 ± 3,6

Figura 1. Efecto del citral sobre la parasitemia por T. cruzi en ratones Balb/c durante 3 semanas de 
tratamiento a partir del 7° dpi.
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con citral, siendo mayor con la dosis 
de 300 mg/kg que en el 28° dpi redujo 
de 106 ± 13,2 a 51,2 ± 14,3 infiltra-
dos inflamatorios x 100 campos (p < 
0,05), representando una reducción del 
51,7% (figura 4).

DISCUSIÓN 

La existencia de plantas con un elevado 
potencial terapéutico constituye una 
alternativa farmacológica de marcado 
interés en el tratamiento de muchas 
enfermedades. De ahí la importancia 
de realizar estudios preclínicos con el 

propósito de detectar posibles efectos 
tóxicos post administración. Dentro de 
la batería de ensayos de primera barrera 
se encuentran los estudios de toxicidad 
a dosis única, imprescindibles en la esti-
mación del potencial tóxico de una sus-
tancia, referido como el estudio cuali-
cuantitativo de los fenómenos tóxicos 
y de su aparición en función del tiempo 
tras la administración de una dosis úni-
ca de la sustancia o de varias dosis frac-
cionadas en el transcurso de 24 horas. 
En este sentido, el procedimiento de 
dosis fijas fue adoptado en la Guía No. 
420 de la OECD como alternativa a la 
prueba clásica de toxicidad aguda. (30).

El ensayo de toxicidad oral agu-
da proporciona información sobre los 
efectos adversos que pueden acaecer, 
en un breve período de tiempo, como 
consecuencia de la ingestión de una 
única dosis de la sustancia que se estu-
dia. Desde el punto de vista regulatorio 
se acepta que no es necesario definir 
un valor puntual de la dosis letal media 
(DL50) para una sustancia y que resulta 
prácticamente suficiente ubicar dicha 
dosis en un rango (31). Las regulaciones 
para la ejecución de este tipo de estudio 
de toxicidad aguda plantean que si no 
existen informes anteriores de toxicidad 
de la(s) sustancia(s) que se investiga(n) 
es posible utilizar una dosis límite de 
2  000 mg/kg de masa corporal (32), lo 
que se ajusta a nuestro estudio, dado 
que para el aceite esencial de Aloysia 
triphylla no se ha señalado toxicidad en 
su extenso uso tradicional.

En nuestro estudio, no se observaron 
signos ni síntomas de toxicidad y tam-
poco se produjo la muerte de ningún 
animal de experimentación, así como 
tampoco se observaron alteraciones 
macroscópicas o microscópicas de los 
órganos con la dosis máxima de 2 000 
mg/kg. Además, el peso corporal de las 
ratas no varió de manera significativa a 
lo largo del experimento y la tendencia 
a la ganancia de peso fue normal (tabla 
1); esto nos permite afirmar que la DL50 
del aceite esencial de Aloysia triphylla se 
encuentra por encima de 2 000 mg/kg, 
por lo que es calificado, según el Sis-
tema Global Armonizado, como ‘No 
clasificado’ (‘No tóxico’). 

La parasitemia alcanzó el pico en el 
22° día post infección, lo cual coincide 
con los hallazgos previos para la cepa 
peruana de Trypanosoma cruzi (11). En 
ese mismo estudio demostramos que 
la parasitemia en el 22° dpi se redujo 
85,4% con el tratamiento con aceite 
esencial de Aloysia triphylla en dosis 
de 250 mg/kg. Sin embargo, en la pre-
sente investigación, el citral en dosis 
de 300 mg/kg redujo 43,7% de parasi-
temia (figura 1), lo que indica que el 
citral, principal componente del aceite 
esencial de Aloysia triphylla, no tiene la 
misma eficacia a pesar de haberse utili-

Figura 2. Efecto del citral sobre el número de amastigotes en tejido cardiaco de ratones infectados 
con 104 tripomastigotes de T. cruzi.

Figura 3. Tejido cardiaco de ratones BALB/c infectados con Trypanosoma cruzi, en el 28 
dpi, después del tratamiento con citral a partir del 7 dpi. (Coloración HE 400X). [A] Nidos de 

amastigotes (flechas) e infiltrados inflamatorios en el grupo infectado con T. cruzi y sin tratamiento 
(G1). [B] Grupo infectado con T. cruzi y tratado con citral 300 mg/kg/día.
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zado una dosis mayor, lo cual evidencia 
que el efecto anti-Trypanosoma cruzi se 
debería además a algunos de los otros 
componentes del aceite que hacen si-
nergismo con el citral.

La actividad del citral contra Trypa-
nosoma cruzi en ratones, evidenciado 
por la disminución de las formas tripo-
mastigotes en sangre, se corresponde 
con los hallazgos de una disminución 
de las formas amastigotes (figuras 2 y 
3) y focos inflamatorios (figura 4) en 
tejido cardiaco de los ratones al final 
del experimento. Estas observaciones 
guardan relación con la investigación 
de Cardoso y Soares (2010) quienes 
demostraron in vitro que el citral en 
concentración mayor de 60 μg/mL pro-
duce 100% de lisis de formas epimasti-
gotes y tripomastigotes de Trypanosoma 
cruzi (33). Por otra parte, se ha comuni-
cado que el citral exhibió actividad an-
tiparasitaria contra tripanosomátidos 
del género Leishmania al inhibir la proli-
feración de promastigotes y amastigotes 
axénicos e intracelulares de Leishmania 
amazonensis (34) y promastigotes de Leis-
hmania infantum, Leishmania tropica y 
Leishmania major, con considerables 
alteraciones ultraestructurales, princi-

palmente mitocondriales, hinchazón 
de kinetoplasto, estructuras autofago-
sómicas, ruptura de la membrana nu-
clear y condensación de la cromatina 
nuclear (35).

En este estudio se ha confirmado las 
propiedades tripanocidas in vivo del 
principal componente del aceite esen-
cial de Aloysia triphylla, el citral, toda 
vez que ya se ha demostrado el efecto 
tripanocida de este aceite, tanto in vi-
tro como in vivo (10,11). Esto lo podría 
convertir en una potencial alternativa 
para coadyuvar el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas que necesita ur-
gentemente de nuevos agentes terapéu-
ticos. Por otra parte, la obtención de un 
producto natural podría significar un 
menor costo, lo cual repercutiría favo-
rablemente en la disminución del gasto 
en el tratamiento de la enfermedad.
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