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RESUMEN

La Enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi la cual es endémica de
varias zonas en el continente americano y en los ultimos afios existe la persistencia de esta en
Meéxico. A pesar de haber dos tratamientos contra este parasito, la administraciéon de estos
unicamente es efectiva en una de las fases de la enfermedad, la cual, si no se detecta a tiempo, no
se puede controlar lo que pudiera conllevar a presentar efectos secundarios adversos en los
enfermos. Por esto el uso de plantas medicinales, sus extractos y compuestos se consideran una
alternativa que ayudaria a prevenir el desarrollo de esta enfermedad. Esta investigacion tuvo como
objetivo evaluar la actividad tripanocidal de los extractos y fracciones de Argemone mexicana,
Bidens pilosa y Cordia Boissieri contra los estadios epimastigote y tripomastigote de 7. cruzi,
especificamente dirigidas a las cepas Brener y Nuevo Leon. Se trabajaron las partes aéreas de la
planta (tallos, hojas y flores) para obtener un extractos y fracciones con diferentes polaridades de
solvente. Estas preparaciones inhibieron mas del 90% del crecimiento en concentraciones tan bajas
como 800 pg/mL para ambas formas parasitarias. La mayor actividad anti 7. cruzi evidencid
valores de concentracion letal media (CLso) para el extracto de Bp-mOH y sus fracciones inferiores
a 500 pg/mL. Las pruebas de citotoxicidad con Artemia salina y células Vero y los ensayos de
actividad hemolitica del extracto y sus fracciones arrojaron resultados negativos. La fraccion
metanolica (BPFC3MOH1) de B. pilosa exhibio6 una actividad inhibidora superior en comparacion
a las otras plantas. Sus grupos funcionales, identificados como fenoles, enoles, alcaloides,
carbohidratos y proteinas, incluyeron compuestos como 2-hidroxi-3-metilbenzaldehido (50.9%),
prop-2-enoato de pentadecilo (22.1%) y linalol (15.1%). Se identificaron 8 compuestos de la
fraccion BPFC3MOHI de B. pilosa que exhibieron la mayor actividad tripanocidal.
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ABSTRACT

Chagas Disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi which is endemic in several areas of
the American continent and has also been present in Mexico for several years. Although there are
two treatments against this parasite, the administration of these is only effective in one of the
phases of the disease, which, if not detected in time, cannot be controlled, which can lead to
undesirable side effects in patients. For this reason, the use of medicinal plants, extracts and their
compounds is considered an alternative that could help prevent the development of this disease.
The aim of this study was to evaluate the trypanocidal activity of extracts and fractions of
Argemone mexicana, Bidens pilosa and Cordia Boissieri against the epimastigote and
trypomastigote stages of 7. cruzi, especially against the Brener and Nuevo Leon strains. The aerial
parts of the plant (stems, leaves, and flowers) were processed to obtain extracts and fractions with
different solvent polarities. These preparations inhibited more than 90% of growth at
concentrations as low as 800 pg/mL for both parasitic forms. The highest anti 7. cruzi activity was
shown by mean lethal concentration (LCso) values for the Bp-mOH extract and its fractions of less
than 500 pg/mL. Cytotoxicity tests with Artemia salina and Vero cells and hemolytic activity
assays of the extract and its fractions gave negative results. The methanolic fraction
(BPFC3MOHI1) of B. pilosa showed higher inhibitory activity compared to the other plants. The
functional groups, identified as phenols, enols, alkaloids, carbohydrates, and proteins, included
compounds such as 2-hydroxy-3-methylbenzaldehyde (50.9%), pentadecyl prop-2-enoate
(22.1%), and linalool (15.1%). Eighth compounds were identified from the BPFC3MOHI1 fraction
of B. pilosa that exhibited the highest trypanocidal activity.

13



INTRODUCCION

Acorde a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) existe un grupo de enfermedades de
naturaleza parasitaria que pueden afectar, en su mayoria, a la poblaciébn con un nivel
socioeconomico bajo, estas enfermedades son conocidas como enfermedades tropicales
desatendidas (NTD) y , las cuales son de gran importancia debido a que perjudican a millones de
personas alrededor del mundo, ademas que consiguen agobiar a la poblacion de bajos recursos
involucrandolos en un ciclo de pobreza y continua enfermedad (WHO 2013; CDC 2019; Peerzada
et al. 2021). Dentro de estas enfermedades, se encuentra la Tripanosomiasis Americana también
conocida como enfermedad de Chagas (Chagas 1909) la cual es una antropozoonosis causada por
el parasito protozoario flagelado 7Trypanosoma cruzi (Chagas 1909; Schofield et al. 2006; Molina
et al. 2016; PAHO 2019; WHO 2020).

Esta enfermedad es considerada una infeccion parasitaria de carga socioecondémica (enfermedad
de los pobres) en América Latina, presentandose principalmente en paises de América del sur y
América central, aunque se han reportado casos en otros paises como México (Stanaway y Roth
2015; Sanchez et al. 2016; Zingales 2018; WHO 2019). La enfermedad comprende una zoonosis
compleja ya que el parasito se transmite a través de un insecto vector, principalmente por contacto
con las heces u orina infectadas de insectos triatominos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) que
se alimentan de sangre mientras defecan. Se han reportado més de 100 especies de €stos, los cuales
son conocidos dependiendo de la region geografica donde se les encuentre, como vincuchas,

conenosos o chinches besuconas (Zingales 2018).

Otras vias de transmision para adquirir esta enfermedad incluyen transfusiones sanguineas,
ingestion de alimentos y liquidos contaminados con el parasito, accidentes en el laboratorio, mal
manejo de animales infectados, trasplantes de 6érganos de donantes afectados y por via congénita
de la madre al feto (Coura 2015; WHO 2019). La enfermedad de Chagas presenta dos fases
clinicas: una fase aguda de curso asintomatica (70-80 %) con algunos casos de personas con
sintomas variables que pueden durar de 4 a 8 semanas (2-5 %); y una fase crénica, donde el 20-30
% de los afectados desarrollaran complicaciones del tejido cardiaco, del sistema digestivo como

esofago y colon, y/o dafio a sistema nervioso. Cabe resaltar que la prevalencia y severidad de las

14



formas clinicas van acorde a la region geografica donde se presenten al depender de la virulencia

de la cepa (Zingales et al. 2012; Rassi y Marin 2015; Rassi Jr et al. 2017; PAHO 2019).

Una serie de farmacos anti tripanosdémicos de uso Unico o combinado, como el Benznidazol y
Nifurtimox, son utilizados para contrarrestar al parasito, sin embargo, los esquemas terapéuticos
son complicados ya que ambos requieren tratamiento prolongado, presentan alta toxicidad,
muestran efectos secundarios y a pesar de ser efectivos en una fase aguda, la eficacia de ambos
disminuye en una etapa cronica (Urbina 2010; Kennedy 2013; Chatelain 2015; Giordani et al.
2016; WHO 2019; PAHO 2019). Debido a las complicaciones en los tratamientos y el hecho que
no existe una vacuna para tratar la enfermedad (Avery 2013; Goupil y McKerrow 2014), se ha
propuesto e iniciado una busqueda de diversas alternativas con nulas o bajas afectaciones
secundarias para el humano comparadas con los tratamientos actuales. Dentro de estas alternativas
se encuentra el uso de plantas medicinales y/o sus extractos (Ndjonka et al. 2013) a fin de evaluar
e identificar nuevos compuestos con accion en contra de los diferentes estadios parasitarios de 7

cruzi.

Por lo anterior, esta investigacion se centra en buscar nuevas formas aplicables de medidas
terapéuticas y/o profilacticas contra el parasito con el uso de diferentes extractos de plantas y sus

compuestos.
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ANTECEDENTES

Hallazgo de la Enfermedad de Chagas (EC)

Esta enfermedad toma su nombre en honor a su descubridor, el médico Carlos Justiniano Ribeiro
das Chagas originario de Brasil, donde se present6 el primer caso (Figura 1) (Chagas 1909; Kropf

y S 2009).

(A) (B)

Figura 1. Primer caso de la EC. (A) Primera reporte de investigacion de la EC. (B) Nifia Berenice,
primer paciente diagnosticada con EC. (C) Reporte de un periodico brasilefio de la EC, en la imagen
se observa la paciente Berenice a sus 72 afios.
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Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana)

Con respecto a los datos de la OMS, existe un estimado de 8 millones de personas infectadas a
nivel mundial, ademas, se estima que alrededor de 10 mil personas mueren cada afio a causa de
esta enfermedad y mas de 25 millones de personas permanecen en constante riesgo de adquirir la
EC (Corti y Villafafie 2017; WHO 2020). Un perfil epidemioldgico relacionado indica que la EC
ocurre por dos vias principales: en primer lugar, debido a la transmisién del vector a nivel
doméstico y en segundo, la migracion rural a urbana (Rassi et al. 2010; Rassi y de Rezende 2012).
El problema de las migraciones hacia zonas urbanas donde no hay vectores, ha generado la
presencia de la EC en zonas no rurales y, ademas, un impacto en la salud publica en paises no
endémicos, incluso se han informado casos adquiridos en los viajeros europeos que regresan de

América Latina o por adopcién de nifios en zonas endémicas (Maguire 2006; WHO 2020).

Referente al continente americano, la EC es endémica en 21 paises de esta region representando
una de las probleméticas mas importantes en cuestion de salud humana en America (WHO 2013).
A pesar de que la aparicién de las infecciones por EC decrecié en Latinoamérica debido a la
urbanizacion y mejora en el estilo de vida de las personas, un nimero estimado de 8 millones de
personas sigue infectado (WHO 2020: PAHO 2024). En paises de América del sur, la EC causa
pérdidas de aproximadamente 700 000 dias habiles debido a las muertes y 1000 millones de pesos
en cuanto a productividad. Cifras alarmantes referentes a los costos de atencion médica rondan
entre los 46 a 627 millones de pesos en cuanto a carga mundial anual; la situacion de migracion y
los diferentes modos de transmision ocasionan que la EC sobrepase mas alla del limite geografico
natural y se convierta en problema global (Bern y Montgomery 2009; Schmunis y Yadon 2010;
Lee et al. 2013; Requena et al. 2015).

Biologia de Trypanosoma cruzi

El agente causal de la EC se encuentra clasificado dentro del reino Protista correspondiente al
género Trypanosoma y especie T. cruzi (Chagas 1909; NCBI 2020). El parasito T. cruzi es un
protozoario hemoflagelado que tiene la capacidad de infectar a diferentes células, al tener un

tropismo celular marcado en macrofagos, fibroblastos y células epiteliales (Lieke et al. 2006).
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El protozoo T. cruzi presenta tres estadios o formas principales: la forma amastigote (estadio
intracelular y proliferativo encontrado en el hospedero vertebrado); forma epimastigote (fase
proliferativa que se encuentra dentro del intestino del hospedero invertebrado) y tripomastigote
(estadio infectivo que se origina a partir de amastigotes en hospedero vertebrado y de
epimastigotes en el tracto intestinal de hospedero invertebrado) (Hoare 1972; Brener 1997; Rassi
et al. 2010).

Ciclo bioldgico de T. cruzi

Se conoce una amplia variedad de hospederos, y en el caso del ciclo silvestre, los reservorios
principales son mamiferos como primates, roedores y algunos marsupiales, en tanto que para el
ciclo doméstico los reservorios mamiferos incluyen perros, gatos y principalmente humanos (Rassi
et al. 2010). El ciclo de vida de T. cruzi involucra dos hospederos intermediarios, el vector
invertebrado y el hospedero vertebrado, de tal forma que el ciclo ocurre cuando el insecto vector
succiona tripomastigotes que circulan en torrente sanguineo del hospedero vertebrado infectado
(en este caso el humano). Los tripomastigotes ingeridos por el triatomino se diferencian en
esferomastigotes y posteriormente a epimastigotes, la etapa de replicacion en invertebrados, lo
cual ocurre en el intestino medio del vector. Luego, los epimastigotes migran a la parte posterior
del intestino ocurriendo alli el proceso de metaciclogénesis, donde los epimastigotes no infecciosos
se transforman en tripomastigotes infecciosos conocidos como tripomastigotes metaciclicos los
cuales son excretados con las heces del vector. Cuando el vector triatomino se alimenta del
hospedero humano, los tripomastigotes metaciclicos ingresan a través del sitio de picadura
infectado con las deyecciones, por una lesién o por mucosas de alguna membrana del hospedero
mamifero y una vez en torrente sanguineo invaden diferentes tipos de células nucleadas en el sitio
de inoculacion, es alli en el citoplasma que los tripomastigotes se diferencia en formas amastigotes
intracelular que al tener un nimero de duplicacion considerable, los amastigotes se transforman
en tripomastigotes y la célula se rompe por liberandose estos al torrente sanguineo. Los
tripomastigotes circulantes pueden invadir células o bien iniciar un nuevo ciclo, asi como estar
disponibles para infectar al vector triatomino que se alimente del hospedero mamifero (Figura 2)
(Rassi et al. 2010; de Souza 2019).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi tomado de Rassi et al. 2010

Manifestaciones clinicas de la EC

El curso clinico de la EC-comprende un periodo agudo y otro cronico (Figura 3). El primero es
asintomatico en la mayoria de los casos y puede presentarse en cualquier rango de edad en el
humano, usualmente durante los primeros cinco afios de vida. Por otro lado, el curso crénico de la
EC inicia después de la fase aguda, cuando los parasitos en sangre no son detectados al
microscopio, sin embargo, las pruebas seroldgicas arrojan resultados positivos, 1o que ocurre de 8
a 12 semanas post infeccion, y en ausencia de un tratamiento efectivo los individuos pasan por una
fase cronica de la infeccion por T. cruzi. En su mayoria estos pacientes permanecen asintomaticos,

aun cuando estaran infectados de por vida (Rassi et al. 2009).
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Figura 3. Curso clinico de la EC. A) fase aguda; B) fase crdnica, tomado de Rassi et al. 2010.

Casos clinicos de la EC

En los ultimos afios la incidencia de la EC en sigue estando presente a nivel mundial. Respecto a
la unidn europea, los diversos reportes de casos clinicos siguen en auge, tal es el caso en el Reino
Unido el cual evidencio6 60 pacientes con EC serol6gicamente comprobada, lo interesante de esto
es que tres cuartas partes de los pacientes eran originarios de Bolivia, llevandonos a destacar la
importancia que tiene la migracién de personas de zonas endémicas a regiones que no lo son (Sanz
et al. 2020). En el continente americano, se han confirmado 76 casos de EC adquiridos localmente

en EUA, lo cual seglin los autores esto no se reconocia en anos anteriores (Lynn et al. 2020).

En nuestro pais, los casos de la EC en México no se reportan y mucho menos se diagnostican, son
pocos los estudios los que buscan identificar al agente causal, tal es el caso de un reporte en la
Ciudad de México, donde se buscod detectar a 7. cruzi mediante pruebas serologicas en 150
pacientes, de los cuales 30 dieron positivos en al menos una prueba diagnostica (Chakravarti et al.
2022). Otro estudio donde se llevo a cabo la identificacion de EC mediante hemaglutinacion
indirecta y pruebas de Western Blot demostr6 la presencia de esta enfermedad en 85 casos
confirmados en localidades rurales y urbanas de Jalisco, Colima y Nayarit (Espinoza et al. 2022).
De igual manera, son pocos los casos reportados en el estado de Nuevo Leon, sin embargo, los

estudios dentro de esta region son una realidad. Por ejemplo, el reporte de un caso de una persona
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originaria de Nashville, EUA la cual realiz6 un viaje para campamento cercano a la ciudad de
Monterrey, Nuevo Leon, indico que la mujer de 67 afios dio positivo para infeccion por 7. cruzi
mientras donaba sangre (Beatty et al. 2023), lo interesante es que en estas regiones siguen
presentandose las infecciones por este pardsito, lo que resalta la importancia de la region donde

nos encontramos.

Tratamiento antitripanosomial

Desde la década de 1970 y hasta la actualidad, los Gnicos farmacos disponibles en contra de T.
cruzi con eficacia en humanos son Benznidazol (BZL) y Nifurtimox (NFX) (Grunberg et al. 1967).
Estos tratamientos se indican para cualquier persona en fase aguda de la enfermedad y para
pacientes con infeccion reactivada, si se aplica el tratamiento en estas situaciones, es en su totalidad
efectivo y la enfermedad puede curarse por completo (WHO 2020), sin embargo, ambos
antiparasitarios tienen una alta tasa de efectos secundarios ademas de requerir tiempos prolongados
en su administracion (60-90 dias) (Nunes et al. 2013; Apt 2017).

El farmaco antiparasitario BZL [N-benzyl-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-y1) acetamida] es un
derivado del 2-nitroimidazole considerado el tratamiento de primera linea para la EC que se
administra de manera oral (Maximiano et al. 2010) debido a una mejor tolerancia y mayor eficacia
(Bern 2015; Kratz et al. 2018). Este farmaco fue aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) en el afio 2017 y eventualmente comercializada de manera oficial el siguiente afio en los
Estados Unidos (DNDi 2017). BZL actla a través de un mecanismo llamado estrés reductor por
unién covalente de intermediarios de nitro reduccion a diferentes moléculas del parasito que
terminan en efectos toxicos y tripanomicidas, ademas, la generacion de estos radicales nitros tiene
un efecto letal sobre el parésito, aumentando los porcentajes de muerte de este (Urbinay Docampo
2003). Las dosis altas de este farmaco y un tiempo prolongado en su administracion, desencadena
efectos adversos como dermatitis alérgica, neuropatia periférica, anorexia y pérdida de peso e

insomnio (Lima et al. 2011).

Por otro lado, el NFX ((RS)-3-metil- N-[(1E)-(5-nitro-2-furil) metileno]tiomorfolin-4-amino 1,1-
dioxido] altera el metabolismo de carbohidratos de T. cruzi con ayuda de la inhibicién de la sintesis

de acido piravico (Forsyth et al. 2016) ademas actia mediante la produccién de radicales libres
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nitrogenados y el parasito muere al afectarse su capacidad de desintoxicacién (Urbina y Docampo
2003). Se han evidenciado diferentes efectos adversos del farmaco incluyendo nauseas, vomito,
dolor abdominal y un porcentaje de pacientes pueden experimentar alteraciones en sistema
nervioso como confusion, convulsiones focales o generalizadas, e incluso psicosis (Weiss et al.
2010). NFX ha evidenciado una mayor toxicidad y efectos secundarios que BZL (de Mecca et al.
2007; Mecca et al. 2008). Hasta el afio 2019, el NFX no ha sido aprobado por la FDA, continua en
protocolos de investigacion bajo el mando de los Centros para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus silgas en inglés) (CDC 2019).

Es de importancia resaltar que la tasa de curacion de EC dependera de factores como su fase y
duracion ademas de pruebas diagndsticas, edad del paciente y la susceptibilidad del genotipo de

T. cruzi a los farmacos empleados (Dias et al. 2016).

Nuevos candidatos a farmacos antitripanosomicos

Con la problematica de la presencia de casos de EC se hace imperante la busqueda de nuevos
farmacos con alta eficacia y un menor riesgo de efectos secundarios (Lépez et al. 2020). Dentro
de los compuestos que se han evaluado y que han presentado mayor actividad tanto in vitro como
in vivo son las moléculas como alopurinol y triazoles (inhibidores de la biosintesis de ergosterol
de T. cruzi), estas moléculas se utilizan como antifingicos y actdan interfiriendo en la sintesis de
la membrana del protozoario. Se han comparado la eficacia de compuestos inhibidores de la
sintesis de ergosterol y BZL en pacientes con EC, obteniendo tasas de fracaso terapéutico la cual
fue medida deteccion del ADN parasitario presente en sangre periférica en mas del 80 %, muy por
encima de la obtenida con BZL (Molina et al. 2014). Con esto Yy otros estudios no se ha demostrado
una eficacia mayor al tratamiento convencional de infeccion por T. cruzi (Torrico et al. 2013;
Molina et al. 2014).

Otros enfoques terapéuticos

Debido a la ausencia de vacunas contra parasitos, los efectos secundarios considerables y la

resistencia a farmacos antiparasitarios preexistentes, se han puesto en marcha esfuerzos para la
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nueva busqueda de medicamentos, mas econémicos, con mayor accion antiparasitaria y mejor
eficacia para tratar esta enfermedad (Simoben et al. 2018). Dentro de las alternativas de hoy en dia
esta el uso de plantas medicinales, ya que representan una fuente potencial para el descubrimiento
de medicamentos mas efectivos y el uso de compuestos tripanomicidas dirigidos (Cordell 2014;
Ntie et al. 2014; Simoben et al. 2014; Tietjen et al. 2015; Bermudez et al. 2016).

Los productos que derivan de plantas han sido evaluados como una fuente potencialmente activa
contra diversos protozoarios (Croft et al. 2005; Salem y Werbovetz 2006), ademas, diferentes
aceites esenciales y extractos de plantas han demostrado tener actividad bioldgica contra diversos
microorganismos y otros agentes infecciosos (Rajbhandari et al. 2009; Misir et al. 2014; Abdel et
al. 2015, 2016) incluido T. cruzi (Santoro et al. 2007; Junior et al. 2017).

Argemone mexicana (Amapolilla/amapola espinosa mexicana/chicalote/cardo)

Esta planta es una especie de amapola (Figura 4) geograficamente nativa de Norteamérica, se
puede encontrar en regiones de la Republica Mexicana, y se ha utilizado ampliamente en diversos
paises a nivel mundial con fines medicinales (Khan et al. 2019).

Se ha reportado la actividad anti tripanomicida de este género como el trabajo de Calderdn et al.
(2010) donde la especie de Argemone subfusiformis mostrd inhibicion contra protozoarios como
T. cruzi y Plasmodium falciparum; ademas, A. mexicana, ha evidenciado efectos ante diversos
parasitos, tales como T. evansi (Abdelrahman 2011), Trichomonas vaginalis (Dahab et al. 2011),
P. falciparum y T. brucei brucei (Kamaraj et al. 2012; Simoes et al. 2014) y efecto inhibitorio en

Toxoplasma gondii (Al Nasr et al. 2019) y T. rhodesiense (Mathew y Negi 2019).
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Figura 4. Argemone mexicana

Bidens pilosa (cadillo/Acahuele blanco)

Esta especie de planta (Figura 5) es nativa de América del Norte y se encuentra ampliamente
distribuida en México (Hernandez-Villa et al. 2020), y posee actividad antimicrobiana (Panda y
Luyten 2018; Ajanaku et al. 2019).

Diversas especies del género Bidens sp. han presentado actividad contra parasitos, tal es el caso
de, Bidens sulphurea contra Schistosoma mansoni y Leishmania amazonensis (Aguiar et al. 2013;
Souzaetal. 2019); y en especial B. pilosa contra Giardia duodenalis, P. falciparum, y protozoarios
como L. amazonensis y T. b. brucei, L. donovani y P. falciparum (Ankli et al. 2002; Tobinaga et
al. 2009; Garcia et al. 2010; Ohashi et al. 2018).
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Figura 5. Bidens pilosa

Cordia boissieri (Anacahuita)

Dentro de las plantas y arboles nativas del noreste de México se encuentra la especie mexicana, C.
boissieri (Figura 6) distribuida geograficamente en el estado de Nuevo Ledn (Rodriguez et al.
2017) y reportandose numerosas actividades con un alto potencial de esta planta, por ejemplo,

actividad contra diversas especies de comunidades microbianas (de Gante et al. 2018).

Diferentes investigaciones se han centrado en aprovechar el efecto que puedan tener estas plantas
contra diersos microorganismos. La especie C. myxa se ha probado frente a Leishmania major y
L. infantum (Saki et al. 2015), la especie C. globosa con actividad tripanocidal en el parasito T.
cruzi (Vieira et al. 2008). Ademas, otra especie C. sinensis con efecto contra P. falciparum, L.
infantum, T. cruziy T. brucei (Al-Musayeib et al. 2012).
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Figura 6. Cordia boissieri

En trabajos previos, se han utilizado diferentes metodologias y opciones experimentales donde se
ha evidenciado el efecto antimicrobiano de las partes aéreas de ejemplares de B. pilosa, junto con
el andlisis cualitativo de grupos alcaloides y flavonoides presentes en dicha planta, asi como la
identificacion de compuestos por el estudio de cromatografia de gases-espectrometria de masas de
extractos metanolicos de B. pilosa (Ajanaku et al. 2019). Ademads, el uso antiparasitario de B.
pilosa ha mostrado que tiene actividad frente a diferentes especies como 7. brucei lo que nos genera
una mayor cercania con el potencial efecto tripanocidal de esta planta con especies del género

Trypanosoma sp. (Dofuor et al. 2022).
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JUSTIFICACION

Dada la persistencia de la Enfermedad de Chagas ocasionada por el parasito 7 cruzi y la
importancia que la enfermedad tiene en América Latina, se ha relacionada con el bajo desarrollo
econdémico y social, asi como la migracion poblacional y bajos ingresos econdmicos que no
permiten la mejora en la calidad de vida de la persona y de su vivienda, lo que genera que la
incidencia y prevalencia de la enfermedad, se concentre en paises con niveles de desarrollo bajo;
aunado a esto, la permanencia de complicaciones y efectos adversos que ocasionan los
tratamientos actuales aunado a que no existe una vacuna para tratar la enfermedad, se propone el
uso de diversas alternativas profilacticas y terapéuticas como el uso de plantas medicinales y sus

extractos con el fin de evaluar e identificar nuevos compuestos con actividad tripanomicida.
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HIPOTESIS

Los extractos de plantas de Argemone mexicana, Bidens pilosa 'y Cordia boissieri evidencian un

efecto tripanomicida.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad tripanomicida de extractos de plantas frente a Trypanosoma cruzi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el rendimiento de los extractos crudos de A. mexicana, B. pilosa y C. boissieri.
2. Determinar la actividad de los extractos crudos de A. mexicana, B. pilosa y C. boissieri en
contra de epimastigotes de T. cruzi.

3. Evaluar actividad tdxica, citotoxica y hemolitica de extractos metandlicos de A. mexicana,
B. pilosa y C. boissieri.

4. Obtener e identificar las fracciones bioactivas de extractos crudos frente a T. cruzi y

comprobar la efectividad de la CLsg de estas para seleccionar la méas efectiva.

5. Evaluar el efecto toxico, citotdxico y actividad hemolitica de las fracciones de A. mexicana,

B. pilosa y C. boissieri frente a epimastigotes y tripomastigotes.

6. ldentificar los compuestos presentes en la fraccion con mejor actividad frente a T. cruzi.
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de trabajo

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Patologia Molecular y experimental
(LPME) del Departamento de Zoologia de Invertebrados, asi como en el Laboratorio de
Fitoquimica y el Laboratorio de Inmunologia Molecular, este ultimo dentro del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia (LIV) que pertenecen a la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

Colecta de material vegetal

Los distintos especimenes vegetales colectados tienen como caracteristica que son nativos del
continente americano y se encuentran distribuidos ampliamente dentro de la Reptiblica Mexicana,
todos ellos, fueron ubicados y tomados en el area metropolitana del estado de Nuevo Ledn (Tabla
1). Los ejemplares se colectaron entre los meses de junio y julio del afio 2020, en bolsas de colecta,
bien aireadas y limpias a temperatura ambiente, ademas se tomo6 un ejemplar por separado y se
colocd en prensa de papel corrugado para mantener la forma completa de la planta/plantula/arbol
0 en su caso una de sus partes aéreas (tallo, hoja y/o flor), las cuales fueron separadas para su
identificacién con ayuda del Departamento de Botédnica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UANL, registrandose con nimero de folio dentro del herbario (Tabla 2).

Se descartaron las plantas en las que se observd signos de infeccion o enfermedad, incluso

marchitas o de aspecto anormal (Retana et al. 2018).

Tabla 1. Plantas colectadas en el area metropolitana de Nuevo Leon

ler muestreo (22-06-2020)

Planta Coordenadas Municipio # ejemplares colectados
. 25.4621770, .
Argemone mexicana -100.1613640 Santiago, N.L. 4
) . 25.6055172,
Bidens pilosa -100.2546322 Monterrey, N.L. 8
o 25.6054764,
Cordia boissieri 100.2548572 Monterrey, N.L. 7
2do muestreo (29-06-2020)
Argemone mexicana 25.725472, San Nicolas de los 3
g -100.311000 Garza, N.L.
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25.7260950, San Nicoléas de los

Bidens pilosa -100.3103592 Garza, N.L. 2
3er Muestreo (17-07-2020)
Argemone mexicana 25.725694, San Nicolas de los 4
-100.297444 Garza, N.L.
Bidens pilosa ig;g;ﬂgggl Guadalupe, N.L. 8
Cordia boissieri 25.7283289, San Nicolas de los 8
-100.3100376 Garza, N.L.

Tabla 2. Numero de identificacion botanica

Ejemplar vegetal # de identificacion*

Argemone mexicana 030598
Bidens pilosa 030599
Cordia boissieri 030600

*Numeros de folio para el acervo del herbario FCB, UANL

Preparacion del material vegetal

Se utilizaron las partes aéreas de la planta: flor, hoja y tallo, las cuales se lavaron con agua destilada
para eliminar y descartar impurezas superficiales. Luego, se dejaron secar en el laboratorio a
temperatura ambiente durante dos semanas y el material vegetal se pulverizé con ayuda de un
molino (Figura 7) y se almacen6 a temperatura ambiente hasta su posterior uso (Molina et al.

2014).

Figura 7. Secado y pulverizado de plantas
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Extraccion del material vegetal

Obtencion de extractos acuosos y metandolicos

Una vez pulverizado el material vegetal, se pesaron 25 g de cada planta en un papel filtro Whatman
No. 1 el cual se coloco en el aparato de extraccion Soxhlet de 500 mL KIMAX ® 55/50. Como
solvente de extraccion se utilizaron 500 mL de agua destilada estéril para extraccion acuosa 'y 500
mL de metanol absoluto para extraccion metandlica, el extractor Soxhlet se montd sobre un
agitador magnético para mantener agitacion constante en el nivel 2-4 con un voltaje de 60 V para
la metanodlica y 95 V para la acuosa y por calentamiento indirecto al comenzar a condensar el
solvente, inici6 la extraccion, la cual se mantuvo por un periodo de 48 h (Meva et al. 2019).

Una vez transcurrida la extraccion se apago el voltaje y se dejo enfriar por 15 min el sistema a
temperatura ambiente.

Los extractos acuosos, se filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1 con ayuda de un embudo
de vidrio y se distribuyeron en vasos de precipitado a volimenes de 75 mL en refrigeracion a 4 °C
por 24 h, posteriormente a congelacion a -30 °C por 24 h y por ultimo se almacenaron a -80 °C
protegidos de la luz. Tras una semana de congelado el extracto, se tomo y se someti6 a un proceso
de liofilizacion, estos liofilizados se recuperaron en frascos estériles previamente pesados. Para los
extractos metanolicos, tras el proceso de filtracion, se concentraron por evaporacion a vacio con
ayuda de un rotavapor hasta obtener un volumen de 50 mL. Una vez concentrado el extracto, se
coloco en un desecador de vidrio hasta retirar la totalidad del solvente, por Gltimo, una vez obtenido
el extracto, se almacené en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion (Figura 8) (Quintanilla et al.

2012; Molina et al. 2014; da Silveira y Lazzarotto 2019).
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Figura 8. Extraccion acuosa y metandlica de material vegetal

Rendimiento de los extractos

Se calcul6 el rendimiento de los extractos acuosos y metandlicos con ayuda de la siguiente formula

(Salazar et al. 2008):

o Peso obtenido
(%)rendimiento = —— x 100
Peso inicial

Donde:

Peso obtenido: se refiere al peso obtenido después de la extraccion

Peso inicial: es el peso seco del material vegetal a extraer
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Preparacion de inéculo de T. cruzi

Las dos cepas de 7. cruzi que se utilizaron en esta investigacion fueron las identificadas como
Brener (B) y Nuevo Leon (NL), proporcionadas por el LPME, las cuales se cultivaron en medio
Liver Infusion Tryptose (LIT) suplementado al 10 % con suero fetal bovino para epimastigotes
(Valencia et al. 2011) y medio de orina artificial para triatomino (TAU) adicionado con prolina
(Contreras et al. 1998). El estadio epimastigote se incubo a una temperatura de 28 + 2 °C durante
4- 8 dias hasta obtener la fase exponencial de crecimiento, esto cuando los parasitos alcanzaron
una densidad celular de 1.0 x10° epimastigotes/mL, la cual se establecié al observar 100 % de
epimastigotes libres y con alta movilidad en el cultivo (Acosta et al. 2019). Para llevar a cabo la
metaciclogénesis, cultivos de epimastigotes al final de la fase exponencial fueron centrifugados a
10,000 g x 15 min a 10°C, y el precipitado se resuspendié en medio TAU (NaCl 190 mM, buffer
de fosfato 8 mM pH 6, KCl 17 mM, CaCl 2 mM, MgCl> 2 mM) y se incubaron por 2 h a
temperatura ambiente. Los parasitos se diluyeron a una concentraciéon final de 1.0 x10°
parasitos/mL en TAU suplementado con L-prolina 10 mM (medio TAUP) y se incubaron a 28 + 2

°C por 24 h para posteriormente trabajar con los ensayos correspondientes (Contreras et al. 1998).

Evaluacion de la actividad tripanomicida de los extractos de plantas

Para evaluar la actividad tripanomicida de los diferentes extractos, el bioensayo consistido en
preparar diferentes concentraciones de cada uno de los extractos disueltos en dimetilsulfoxido
(DMSO) al 1 %, donde se ajustaron algunas adecuaciones (3000, 2500, 2000, 1500, 1100, 950,
800, 650 y 300 pg/mL) (Pérez et al. 2017).

El ensayo bioldgico se realizd por triplicado en una microplaca estéril de 96 pocillos, donde en
cada pozo se agregaron 190 pL de la suspension de medio LIT junto con el indculo de
epimastigotes y tripomastigotes con 1.0 x10° parasitos/mL, luego se agregaron 10 pL del extracto
de cada una de las diferentes concentraciones a evaluar (Molina et al. 2014; Pérez et al. 2017).

Se utiliz6 como blanco medio LIT/TAU sin indculo y cada una de las concentraciones del extracto
a evaluar. Se us6 como control positivo Nifurtimox a 100 pg/mL y como control negativo el DMSO
al 1 % asi como cultivo del parasito en medio LIT/TAU con volimenes igual al de los extractos
evaluados (Muelas et al. 2000). Las microplacas se incubaron a 28 + 2 °C durante 72 h (Pizzolatti

et al. 2003).
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El numero de epimastigotes/tripomastigotes vivos de 7. cruzi se determind con el método
colorimétrico del Bromuro de 3-(4, 5- dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol (MTT) (Muelas et
al. 2000).

Pasado el tiempo de incubacion de 72 h, el efecto de las concentraciones de los diferentes extractos
se determind con la medicion de la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial para lo cual se
adiciond 10 pL/pozo de MTT + Metasulfato de fenazina (PMS) y se incub6 la microplaca 28° C +
2° C durante 90 min (Mejia et al. 2012). Posteriormente, para detener la reaccion y disolver los
cristales de formazan, se adicion6 a cada pozo 100 puL de dodecil sulfato de sodio (SDS al 10 %,
0.01N HCI). Se realiz6 la lectura en un espectrofotometro ASYS UVM-340 a una densidad Optica
de 570 nm en un lector para ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas

en inglés) (Muelas et al. 2000; Mejia et al. 2012) (Figura 9).

Figura 9. Ensayo de MTT. Coloraciones de amarillas a parpuras por accion de deshidrogenasa mitocondrial de 7.

cruzi.

El nimero de parésitos vivos de 7. cruzi se calculd con la siguiente formula:

(Ac — Am) — (Ap — Apm) .

% de mortalidad = o Am

100

Donde:

Ac= Promedio de Abs del control negativo
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Am= Promedio de Abs del medio LIT solo
Ap= Promedio de Abs de cada tratamiento

Apm= Promedio del blanco de cada tratamiento

Con los porcentajes de muerte obtenidos, se calcularon las concentraciones letales 50 (CLso) las
cuales corresponden a las concentraciones en que ocurre el 50 % de la muerte de los parasitos.
Estas concentraciones se determinaron mediante un andlisis de regresion dosis-respuesta con
ayuda del software IBM SPSS Statistics v20 con un intervalo de confianza del 95 % (Al-Adhroey
et al. 2010).

Determinacion de la actividad toxica con Artemia salina

Se tomaron huevos de A. salina que se encontraban en refrigeracion, cuando se implementan
condiciones de temperatura, salinidad y oxigenacion del agua de una manera adecuada, el
metabolismo de los embriones encapsulados se reactiva (Clegg 1980).

Para llevar a cabo el bioensayo con huevos de A. salina se colocaron en un Tetra acuario de agua
salada artificial, con una preparacion de 38 g/L de agua destilada, se ajust6 a un pH 8 (Krishnaraju
et al. 2005), con constante aireacion y oxigenacion, a temperatura ambiente (25-30 °C) y con
exposicion a la luz directa con ayuda de una lampara. El agua fue suplementada con extracto de
levadura al 0.06 % (al-Mamun et al. 2010; Flores et al. 2016). Al cabo de 48 h de incubacion,
después de la eclosion, se colectaron las larvas (hauplios) activas libres las cuales se utilizaron
para el ensayo. Se tomaron 10 nauplios con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico y se colocaron
en cada tubo Eppendorf que contenia 950 UL de agua salada artificial con 50 pL de cada extracto
a evaluar. Las diferentes concentraciones evaluadas fueron 3000, 2500, 2000, 1500, 1100, 950,
800, 650 y 300 pug/mL (Krishnaraju et al. 2005). El control positivo utilizado para estos ensayos
fue dicromato de potasio (K2Cr207) a 100 pg/mL (Molinay Said 2006; Rajeh et al. 2012) y DMSO
1% como control negativo (Hamidi et al. 2014). Los viales se mantuvieron a temperatura de 25-
30 °C por 24 h con iluminacidn persistente (Figura 10). Tras 24 h de exposicion se contabilizo el
numero de larvas vivas y muertas ya que con estos datos se llevd a cabo un andlisis PROBIT con
ayuda del programa IBM SPSS Statistics 20 para determinar la concentracion citotdxica (CCsyo).
La validez del experimento se considero cuando el % de mortalidad del control negativo no superd
el 10% (Fernandez et al. 2009).
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Figura 10. Ensayo de toxicidad con Artemia salina. A) Pecera acondicionada: B) Nauplios de A. salina; C)

Triplicado de extractos.

De acuerdo con los criterios de toxicidad de Meyer y Clarkson, para evaluacion de toxicidad de
extractos/fracciones de plantas se clasificaron como: no téxicos CCso >1000 pg/mL, poco toxicos
CCso 500-1000 pg/mL, medianamente toxicos CCso 100-500 y altamente tdxicos con CCso de 0-
100 pg/mL (Meyer et al. 1982; Clarkson et al. 2004).

Citotoxicidad en linea celular Vero

Para este ensayo se obtuvieron células Vero (células epiteliales de rifion de mono verde africano)
del UANL-FCB-LIV. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C en atmosfera humidificada de
COz al 5%, en frascos de cultivo de 75 cm? con medio RPMI, suplementado con suero fetal bovino
al 10% y una mezcla de antibiotico-antimicético (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
mg/mL, anfotericina B 0.25 mg/mL) al 1 % (Gibco) (Artun et al. 2016; Ahmad et al. 2017; Azeredo
et al. 2020).

Para los experimentos, se tripsinizaron células y cultivaron a una densidad de 2.2x10° cel/pocillo
en microplaca de 96 pozos por 24 h a las condiciones antes mencionadas. Las células fueron
expuestas a diferentes concentraciones de extractos/fracciones (300-3000 pg/mL) por 24 h. La
actividad citotoxica se evalud por el ensayo colorimétrico de MTT para lo cual se agregaron 20
puL en c/pocillo de MTT a concentracion de 5 mg/mL en PBS (Phosphate Buffered Saline) ph 7.4,
las microplacas se incubaron 1 h a las condiciones previamente mencionadas. Luego, se

adicionaron 100 pL. de DMSO en c¢/pozo para la solubilizacion de los cristales de formazan y se
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realizo la lectura de densidad optica (DO) a 540 nm en un lector de ELISA Varioskan LUX
multimode microplate reader (Thermo Scientific) y se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad con

la siguiente formula:

) . DO control negativo - DO tratamiento
% de citotoxicidad = DO control negativo x 100

Los resultados se representaron como concentracion citotoxica 50 (CCso) a partir de los valores
medios de los triplicados y se llevo a cabo un analisis de regresion dosis-respuesta con ayuda del
programa IBM SPSS Statistics 20 con un intervalo de confianza del 95 % (Salama et al. 1999; Al-
Adhroey et al. 2010; Artun et al. 2016; Ahmad et al. 2017; Azeredo et al. 2020).

Los extractos/fracciones fueron clasificados como altamente citotoxicos (CCso<10 pg/mL),
citotoxicos (CCsp 10-100 pg/mL), moderadamente citotoxicos (CCso 100-1000 pg/mL) y
potencialmente no citotéxicos (CCso>1000 pg/mL) (Osorio et al. 2007).

De igual forma, se obtuvo el indice de selectividad (IS) de los extractos/fracciones para conocer la
relacion entre CCso citotoxica y CLso del microorganismo blanco (Mena et al. 2009), en este

sentido 7. cruzi, se calculd con ayuda de la siguiente formula:

CCs citotdxica

IS =
CLjg, tripanomicida

Los extractos/fracciones frente a 7. cruzi fueron considerados como no selectivos (IS<2),
moderadamente selectivos (IS >2 y <3) y altamente selectivos (IS>3) (Prayong et al. 2008). Entre
mayor sea la relacion, mayor serd el indice de selectividad y de esta forma el extracto/fraccion

tendra mayor actividad frente al parasito y no contra las células del hospedero, para lo cual se
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disminuyen los posibles efectos adversos que puedan ocasionarse por el extracto/fraccion (Figura

11) (Valencia et al. 2011).

A B C

Figura 11. Actividad citotoxica de extractos/fracciones vs 7. cruzi. A) Medio de cultivo; B) Células Vero; C) Ensayo

de MTT

Actividad hemolitica in vitro

Para estos ensayos, la sangre humana fue colectada en tubo con EDTA por venopuncion de un
donante sano O rh positivo. De la sangre colectada, se realizaron 3 lavados con PBS a pH 7.2, y
eritrocitos se recuperaron para preparar una suspension al 5 % en PBS para los ensayos. En
condiciones in vitro, se realizd la actividad hemolitica, donde, se agregaron diferentes
concentraciones de extractos/fracciones (300-3000 pg/mL) a una solucion de PBS y
posteriormente con suspension al 5 % de globulos rojos. Después de la incubacion por 30 min a
37 °C, las suspensiones celulares se centrifugaron a 900 g x 10 min y el sobrenadante se colectd
de manera cuidadosa. La absorbancia a 540 nm del sobrenadante se midié con ayuda de un
espectrofotometro ASYS UVM-340 (UK — Biochrom Ltd). Como control negativo se utiliz6 la
suspension de eritrocitos con PBS, mientras que como control positivo se utilizd agua destilada

estéril (Figura 12) (Malagoli, 2007).

Se calculo el porcentaje de hemoglobina liberada o porcentaje de hemolisis (% H) a partir del valor
medio de los ensayos por triplicado para cada una de las concentraciones utilizadas con ayuda de

la siguiente formula:

Am_Acn
%H = — x100
Acp_Acn
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Donde:

A= absorbancia de la muestra

Acn= absorbancia del control negativo
Acp= absorbancia del control positivo

La concentracion hemolitica 50 (CHso) se calculd con ayuda del modelo de regresion logistica
dosis-respuesta con ayuda del programa IBM SPSS Statistics 20 con un valor de p<0.05 (Alonso
et al. 2005).

Son considerados como no hemoliticos los extractos/fracciones que no sobrepasan el valor de 10%

reportado por la técnica como hemolisis permisible para un compuesto (Martinez et al. 2013).

Figura 12. Actividad hemolitica de Am, Bp y Cb. A) De izquierda a derecha, sin efecto de hemolisis en primeros

dos Eppendorf, tercer tubo con hemolisis; B) Ensayo en microplaca

Fraccionamiento por métodos cromatograficos
Los tres extractos de plantas fueron sometidos a fraccionamiento con el propdsito de separar e
identificar los compuestos que presentan actividad tripanocidal, para lo cual se utiliz6 el ensayo

de cromatografia en capa fina y cromatografia en columna.

Cromatografia en capa fina

Se utilizaron cromatoplacas de silica gel 60 (Merck) 5 x 10 cm y con ayuda de un l4piz se rotularon
de acuerdo con el nombre y numero de muestra a analizar (Figura 13). Para esto, cada muestra se
aplico con ayuda de un capilar, a distancia de 1 cm del borde inferior. La muestra se concentrd
sobre la cromatoplaca, repitiendo la aplicacion varias gotas sobre el origen, dejando secar entre
aplicaciones. Las muestras se dejaron secar y se corrieron las cromatoplacas dentro de cubas

cromatograficas de vidrio con 10 mL de eluyente hasta 0.5 cm del borde superior. Los eluyentes
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utilizados fueron: para los extractos crudos se utilizo cloroformo, acetato de etilo y metanol; para
las fracciones se empled cloroformo, acetato de etilo, metanol, cloroformo-acetato de etilo 1:1,
acetato de etilo-metanol 1:1 y cloroformo- metanol. Las cromatoplacas se secaron por 24 h y luego
de esto se observaron a luz visible, luz UV a 254 y 365 nm, para lo cual se utilizé una camara de
analisis de luz fluorescente UV Transilluminator (Sherma y Fried 2003). En el caso de compuestos
que no absorben luz UV, la visualizacion (o revelado) del cromatograma requiri6 utilizar un agente
revelador, en este caso, fueron reveladas en una cdmara saturada con vapores de acido sulfurico
concentrado (Balcinde et al. 2005).

El factor de retencion (Rf), por sus siglas en inglés, se calculdé con la distancia del punto de
aplicacion de la muestra a la mitad de la fraccion detectada y se dividié el valor obtenido sobre la
distancia del punto de aplicacion de la muestra y la distancia recorrida por el eluyente, de acuerdo

con la siguiente formula:

distancia recorrida por analito

distancia recorrida por la fase movil

Los valores de Rf se pueden tomar entre 0-1. Cuanto més cercano sea el valor a 0, el analito tiene
mayor afinidad por la fase estacionaria, significa que es mas retenido; mientras que el valor del

analito sea mas cercano a 1 tendra afinidad por la fase movil (Xu et al. 2022).

Figura 13. Cromatografia en capa fina
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Cromatografia en columna

Se monto6 una columna cromatografica de vidrio de 22 x 300 mm (Figura 14) empacada con 20 g

de silica gel (Sigma-Aldrich) y se anadieron 50 mg del extracto a fraccionar. Se corrié con 10 mL

de diferentes solventes de menor a mayor polaridad (Revathy et al. 2011) y se colectaron fracciones

de 5 mL (Tabla 3). Del extracto de 4. mexicana se obtuvieron 38 fracciones, de B. pilosa se

colectaron 60 y de C. boissieri se obtuvieron un total de 61 fracciones.

Tabla 3. Gradientes de elucion

Extracto Fracciones colectadas (5 mL)
Am 38
Bp 60
Chb 61

Am: A. mexicana; Bp: B. pilosa; Cb: C. boissieri

Se evapor6 la totalidad del solvente con ayuda de un rotavapor y las fracciones con perfil

cromatografico similar se unieron para formar fracciones colectivas de cada columna (Tabla 4).

Tabla 4. Fracciones colectivas

Extracto Columna Fracciones Fraccion colectiva Nomenclatura
unidas atribuida

Cloroformo 1-13 Fraccion colectival | AMFC1CL1

Am Acetato de etilo 14-26 Fraccion colectiva2 | AMFC2AEL
Metanol 27-38 Fraccion colectiva 3 | AMFC3MOH1

Cloroformo 1-27 Fraccion colectival | BPFC1CL1

Bp Acetato de etilo 28-40 Fraccion colectiva2 | BPFC2AE1
Metanol 41-60 Fraccion colectiva 3 | BPFC3MOH1

Cloroformo 1-41 Fraccion colectival | CBFC1CL1

Cb Acetato de etilo 42-54 Fraccion colectiva2 | CBFC2AE1L
Metanol 55-61 Fraccion colectiva3 | CBFC3MOH1

Am: A. mexicana; Bp: B. pilosa; Cb: C. boissieri
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Por ultimo, se realizaron ensayos de actividad tripanomicida, toxica, citotoxica y hemolitica de

cada fraccion colectiva, estos ensayos se llevaron a cabo con la metodologia previamente descrita.

Figura 14. Montaje de equipo de columna cromatografica

Tamizaje fitoquimico
Se llevaron a cabo diferentes examenes fitoquimicos para los tres extractos y fracciones colectivas

segun los diversos métodos estandar (Dipali y Vilas 2013; Rodriguez 2015)

1. Deteccion de carbohidratos. Test de Molisch: Se utiliz6 un tubo de ensaye de 13 x 100 mm, en
el cual se agregd una pequena cantidad del extracto/fraccion a evaluar, posteriormente se afiadieron
2 gotas de solucion alcohdlica de a-naftol (Reactivo de Molisch) y luego se adicionaron
cuidadosamente 2 mL de &cido sulfirico concentrado por las paredes internas del tubo. No se
agitan los tubos. La formacion de un anillo color violeta/morado/vino en la interfase indico la

presencia de carbohidratos.

2. Deteccion de aminoacido. Test de 43xposi: Se coloco en una gradilla el tubo de ensaye de 13 x
100 mm y se afiadié muestra de extracto/fraccion seguido de 10 gotas de reactivo de 43xposi y
mezclamos. Luego, se introdujo el tubo de ensaye en bano maria durante 2 minutos. Al terminar

este tiempo se retird el tubo y se agregd 10 gotas de Nitrito de sodio 0.05 % p/v y se agitd
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vigorosamente la mezcla. Al cabo de unos minutos la formacion de un color rosa o rojo ladrillo

indica la presencia de aminodacidos.

3. Deteccion de flavonoides. Test de Shinoda: Se coloco un tubo de ensaye de 13 x 100 mm en
una gradilla de pléstico donde se mezclo el extracto/fraccion con 3-4 fragmentos de magnesio mas
acido clorhidrico concentrado. Al cabo de uno minutos, las coloraciones rojo/rosa y/o verde

indican resultado positivo para flavonoides.

4. Deteccion de proteinas. Test de Biuret: Para esta prueba, se adicion6 extracto/fraccion en un
tubo de ensaye de 13 x 100 mm con 15 gotas de Reactivo de Biuret y se procedié a mezclar. La

aparicion del color violeta/parpura indicé un resultado positivo.

5. Deteccion de fenoles y enoles. Test de cloruro férrico (FeCls): Dentro de un tubo de ensaye
de 13 x 100 mm, el extracto/fraccion fue tratado con 4-5 gotas de FeCls. La coloracidon negro-

azulado indico la deteccion de fenoles y enoles en la muestra.

6. Deteccion de saponinas. Test de Foam: En un tubo de ensaye de 13 x 100 mm se colocd
extracto/fraccion y una pequeia cantidad de agua destilada. Luego de mezclar vigorosamente, la

formacion de espuma indica la presencia de saponinas y una prueba positiva.

7. Deteccion de colesterol y esteroles. Test de Salkowski: Se colocd en una gradilla de plastico,
un tubo de ensaye de 13 x 100 mm donde se depositdé muestra mas unos mililitros de acido sulftrico
concentrado. Luego de agitar bien la mezcla, la presencia de dos capas: una capa superiot, rojo-
azulado/violeta; y una capa inferior de color amarillo/verde, indic6é un resultado positivo. Un

resultado negativo indica la permanencia del color original.

8. Deteccion de alcaloides. Test de Wagner: Para esta prueba, se afiadio a un tubo de ensaye de
13 x 100 mm el extracto/fraccion a probar, junto con 4-5 gotas de reactivo de Wagner se mezcld
la muestra y al cabo de unos minutos, la formacion de un precipitado color rojo-marrén indicé la

presencia de alcaloides.

Identificacion de compuestos por GC/MS
Para esto se selecciono el extracto/fraccion que presentd mayor y mejor actividad frente al parasito

T cruzi. Para identificar los compuestos se optd por un analisis de Cromatografia de gases-
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Espectrometria de masas (GC/MS) en el Instituto Politécnico Nacional (IPN) campus Reynosa del
Centro de Biotecnologia Genomica en el Laboratorio de Biotecnologia. Brevemente, para el
analisis se empled un equipo Agilent Technologies: 7890?, con detector triple de masas, con una
columna HP-5MS (30m x 250um x 0.25um). La programacion de temperatura para el horno fueron
170 °C/ 2min luego 5 °C/min hasta 250 °C por 15 min. La inyeccion se efectua en Split a 30.924
ml/min. El gas portador utilizado fue Helio 1ml/min. La identificacion de los compuestos volatiles
a partir de su espectro de masas fue con ayuda de la libreria NIST (NIST MS Search 2.3 program)
(Gutiérrez y Droguet 2002).

Analisis estadisticos
Para el analisis estadistico se utilizo un modelo de regresion lineal con una curva de dosis respuesta

de los tratamientos utilizados frente a los extractos de plantas.

Ademas, la prueba de Kruskal-Wallis, también conocido como test H, es la alternativa no
paramétrica a la prueba ANOVA de una via para datos no pareados. Aqui se prueba si varias
muestras independientes (mas de dos muestras o lo que es lo mismo decir k muestras

independientes) provienen o no de la misma poblacion.

Se realizé un andlisis Probit que permitié determinar la IC50 de la actividad citotoxica de los

extractos.

Los resultados se consideraron significativos si el valor de p fue menor o igual a 0.05. los datos se

expresaron en graficos como = SEM.

Se calcularon las medias y las desviaciones estandar (SD) y los datos se expresaron como una
media de réplicas + SD. Las concentraciones que inhibieron el crecimiento de epimastigotes en un
50 % (IC50) después de 72 h, la concentracion letal del 50 % de los tripomastigotes (LC50)
después de 72 h y la concentracion que provocd una disminucion del 50 % en la viabilidad celular
(CC50) se determinaron mediante analisis Probit empleando regresion de minimos cuadrados

simple utilizando el programa StatPlus Pro-5.9.8 (AnalystSoft Inc., Canada).
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RESULTADOS

Rendimiento de extractos de plantas

Referente a las extracciones de ejemplares vegetales, en la Tabla 5 se plasman los rendimientos
obtenidos tanto de extractos metandlicos como acuosos de las plantas colectadas. Referente a la
extraccion acuosa, el extracto de Am presentd el mayor rendimiento (32.72 %); en cambio, en las

extracciones metanolicas, el extracto de Bp fue el que presentd un mayor rendimiento (26.268 %).

Tabla 5. Rendimiento de extractos acuosos y metandlicos

Peso frasco Peso

(o)
Peso(g)fasco c/extracto obtenido rend/iorr?iin to
(9) (9)

A Metandlica 55.94 57.969 2.029 23.87
m

Acuosa 54.972 63.152 8.18 32.72

5 Metanolica 55.206 61.773 6.567 26.268

P Acuosa 54.899 62.905 8.006 32.024

Metanolica 55.784 61.29 5.506 22.04

Acuosa 55.257 61.295 6.038 24.152

Am: A. mexicana; Bp: B. pilosa; Cb: C. boissieri

Actividad tripanocidal de extractos acuosos y metandlicos frente a epimastigotes
Los ensayos biologicos frente al estadio epimastigote de 7. cruzi arrojaron diferentes porcentajes
de mortalidad (Figura 15), el extracto de B. pilosa fue el que presentd la mejor actividad

tripanomicida con porcentajes de inhibicion por encima del 90 % a partir de los 800 pg/mL.
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Inhibicidon del extracto crudo de A. mexicana
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C) Inhibicion del extracto crudo de C. boissieri
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Figura 15. Porcentajes de inhibicion en contra de epimastigotes. A) Inhibicion por parte del extracto crudo de 4.
mexicana. B) Inhibicion de epimastigotes por el extracto crudo de B. pilosa. C) Inhibicion por parte del extracto

crudo de C. boissieri. NL: cepa Nuevo Leon; B: cepa Brener; aq: extracto acuoso; mOH: extracto metandlico

De igual forma, la actividad tripanocidal (CLso) de extractos acuosos y metandlicos frente a las
cepas NL y Brener de 7. cruzi se muestran a continuacion en la Tabla 6. El extracto metandlico de
B. pilosa mostré los mejores resultados, ya que se presentd una mejor actividad tripanocidal (CLs5o
318 y 432 pg/mL) para cada una de las cepas a probar, por esta razon se selecciond el extracto

metanodlico de B. pilosa para proximos ensayos.

Tabla 6. Actividad tripanomicida CLso contra epimastigotes

Cepa NL Cepa Brener
Plantas
Aq pg/mL mOH pg/mL Aq pg/mL mOH pg/mL
Argemone mexicana 130+21 1199+ 18 1249 £ 25 1906 + 26
Bidens pilosa 768 £14  318+83 555+ 18 432+90
Cordia boissieri 3698 559+70 794 £13 342 £ 68

+ Desviacion estandar con intervalo de confianza del 95 %
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Ensayos de actividad tdxica, citotdxica y hemolitica de extractos metanolicos

Dados los resultados anteriores, se procedid a trabajar en los proximos ensayos unicamente con

los extractos metanolicos de B. pilosa, ya que fue el extracto que mostré mejor actividad

tripanocidal. A continuacion, se muestran los resultados de los ensayos citotdxicos y hemoliticos

(Tabla 7).
Tabla 7. Actividad citotoxica y hemolitica
Extract Actividad toxica Actividad citotoxica Actividad Indice de
X ra’c 0 ug/mL ug/mL hemolitica selectividad
metanolico
. . . ug/mL as)
Artemia salina Células Vero
. 503 +£18 491 +£ 12 ~1000 0.40
A. mexicana <1000 Moderadamente o, )
, . N No hemolitico No selectivo
Moderadamente toxico citotoxico
. 2652 £ 19 1003i 10 ~1000 315
B. pilosa >1000 Potencialmente s i
. . N No hemolitico Selectivo
No toxico no c1totoxico
o 993 £ 15 7905£5 276+ 22 14.12
C. boissieri <1000 Potencialmente . ;
Hemolitico Selectivo

Moderadamente toxico

no citotdxico

Cromatogramas y fracciones colectivas

Posteriormente, de las fracciones colectivas obtenidas y mostradas en el apartado de métodos en

la Tabla 4, se calculo el porcentaje de rendimiento de cada una de estas (Tabla 8) y a su vez, se

realizaron las CCP y a continuacion se muestran los resultados de RT de las fracciones obtenidas

(Figura 16).
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Tabla 8. Porcentaje de rendimiento de fracciones colectivas

. AMFC1CL1 . BPFCICL1 . CBFCICL1
(2.11 %) (1.47 %) (6.18 %)

. AMFC2AE1 . BPFC2AE1 . CBFC2AE1
(1.99 %) (5.83 %) (11.04 %)

- AMFC3MOH1  « BPFC3MOH1 - CBFC3MOH1
(6.16 %) (12.9 %) (18.1 %)

Am: A. mexicana; Bp: B. pilosa; Cb: C. boissieri; FC: Fraccion colectiva; CL: cloroférmica; AE: Acetato de etilo;
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Figura 16. Cromatografia en capa fina (TLC) de extractos metanolicos. El analisis de TLC revel6 cromatografias
con eluyente cloroformo (A), el nlimero de manchas (4) con tiempos de retencion de 0.07 y 0.17 para Bp; 0.2y 0.4
para Cb. No se observaron manchas para Am; con eluyente de acetato de etilo (B). No se observaron manchas para

ningun caso; con eluyente metanol (C), el nimero de manchas (4) con tiempos de retencion de 0.85 para Am; 0.82 y

0.88 para Bp; 0.75 en el caso de Cb; con eluyente cloroformo-acetato de etilo 1:1 (D), el nimero de manchas (3) con
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tiempos de retencion de 0.15 para Am; 0.04 y 0.15 para Bp; No se observaron manchas para Cb; con eluyente
acetato de etilo-metanol 1:1 €, el nimero de manchas (2) con tiempos de retencion de 0.88 para Bp; 0.91 para Cb.

No se observaron manchas para Am; con eluyente cloroformo-metanol 1:1 (F), el nimero de manchas (2) con

tiempos de retencion de 0.86 para Bp; 0.92 para Cb. No se observaron manchas para Am. Las cromatoplacas se
revelaron por luz visible, UV a dos longitudes de onda y con exposicion a gases de acido sulftrico. Los nimeros

corresponden, de izquierda a derecha: Am, Bp y Cb.

Actividad tripanocidal de fracciones colectivas

Al tener los mejores resultados de actividad tripanocidal, citotoxicidad y hemolisis de extractos
metanolicos, a partir de los siguientes resultados, se trabajé unicamente con dichos datos. Por lo
tanto, se presentan los resultados de la inhibicidn por parte de las fracciones de B. pilosa frente a

dos estadios de T’ cruzi 'y dos cepas de interés (Figura 17) asi como las CLso obtenidas (Tablas 9y

10).
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B) Inhibicidn de fracciones colectivas de B. pilosa vs tripomastigotes

|
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Figura 17. Porcentajes de inhibicion de las fracciones colectivas. (A) Efecto inhibitorio frente al estadio

epimastigote, y (B) frente al estadio tripomastigote de T cruzi.

Tabla 9. Actividad de fracciones frente al estadio epimastigote

Actividad tripanomicida CLso Actividad tripanomicida CLso
A mexicana Cepa NL Cepa Brener B. pilosa Cepa NL Cepa Brener
(particion) ng/mL ng/mL (particion) ng/mL png/mL
Cloroformo 5895 + 6 5353+ 6 Cloroformo 530 £ 52 544 + 54
Acetato de etilo 5722+6 5595+ 5 Acetato de etilo 518 +53 533 £ 56
Metanol 1282 + 17 1191 + 17 Metanol 390 + 62 400 + 66

Actividad tripanomicida CLso

C. Boissieri Cepa NL Cepa Brener
(particion) pg/mL pg/mL
Cloroformo 632 £ 63 445 + 60
Acetato de etilo 63273 436 * 60
Metanol 549 + 67 358 + 62

+: positivo; -: negativo
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Tabla 10. Actividad de fracciones frente al estadio tripomastigote

Actividad tripanomicida CLso

Actividad tripanomicida CLso

A mexicana Cepa NL Cepa Brener B. pilosa Cepa NL Cepa Brener
(particion) ng/mL ng/mL (particion) ug/mL ng/mL
Cloroformo 5942 + 11 5749 £ 33 Cloroformo 894 £ 25 8719

Acetato de etilo 5682 + 28 5707 £ 16 Acetato de etilo 907 +5 913+8

Metanol 2627 + 17 2582 + 18 Metanol 825+ 75 809+ 71
Actividad tripanomicida CLsp
C. boissieri Cepa NL Cepa Brener
(particion) ug/mL pg/mL
Cloroformo 759 + 41 771 +37
Acetato de etilo 610 = 30 786 + 27
Metanol 867 + 48 824 + 49

+: positivo; -: negativo

Actividad citotdxica y hemolitica de fracciones colectivas

De igual forma, se realizaron los ensayos para conocer la toxicidad y la actividad hemolitica en

este caso de las fracciones colectivas, los cuales se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Ensayos de toxicidad y hemolisis de fracciones colectivas

. L . .. Actividad P
. ¢ indice de
A. mexicana Actividad citotéxica| Actividad toxica hemolitica e
(f . s ) selectividad
raccion
CCSO pg/mL CHSO pg/mL (IS)
263+ 14
Cloroformo Moderadamente 200 +13 s >1OOO, . 0'0467.
Citot6xico Moderadamente toxico No hemolitico No selectivo
435+ 11
>
Acetato de etilo Moderadamente 318+18 - 1000, . 0'0768-
citot6xico Moderadamente toxico No hemolitico No selectivo
650 + 13
Metanol Moderadamente 416+ 20 - >1000, . 0'5256.
Citotoxico Moderadamente toxico No hemolitico No selectivo
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Actividad

B. pilosa Actividad citotoxica| Actividad toxica o indice de
R P O hemolitica selectividad
raccion
( ) CCSO pg/mL CHSO pg/mL (IS)
1128 +12 1493 + 19 >1000 .
Cloroformo NO Citothxico No toxico No hemolitico 2.1005 Selectivo
. 1312 +12 1570 + 19 >1000 .
Acetato de etilo NO Citot6xico No toxico No hemolitico 2.4966 Selectivo
1594 + 13 1655 + 19 >1000 .
Metanol NO Citot6xico No toxico No hemolitico 4.0354 Selectivo
. o . L. Actividad P
C. boissieri |Actividad citotoxica | Actividad téxica " Indlt_:e_de
(f . ) hemolitica selectividad
raccion
CCSO pg/mL CHSO pg/mL (15)
Cloroformo 141.0 i, 1.7 1033,1.15 352, . 2.6183 Selectivo
No citotoxico No téxico Hemolitico
Acetato de etilo 15.25 i 5 1340,1.15 297, . 2.8558 Selectivo
No citotoxico No toxico Hemolitico
Metanol 35.53 i 6 1377,1.15 501, . 7.8346 Selectivo
No citotoxico No toxico Hemolitico

+: positivo; -: negativo; IS: Indice de selectividad

Identificacion de compuestos en fraccion colectiva BPFC3MOH1

Dentro de los resultados de las fracciones colectivas frente a los diferentes estadios morfologicos

de T cruzi, la fraccion identificada como BPFC3MOHI de la planta B. pilosa evidencid mejores

efectos de inhibicion en contra del parasito y destacados efectos citotoxicos y no hemoliticos, a

partir de esto, se procedid con un screening fitoquimico para identificar los grupos que estuvieran

presentes en la fraccion (Tabla 12) y a su vez, se identificaron 8 compuestos por GC/MS mostrados

en cromatograma (Figura 18) y sus diferentes caracteristicas (Tabla 13).

Tabla 12. Tamizaje fitoquimico de BPFC3MOH1

Prueba Compuestos BPFC3MOH1
Test de Molisch Carbohidratos +
Test de Millon Aminoacidos -
Test de Shinoda Flavonoides -
Test de Biuret Proteinas +
Test de cloruro férrico
Fenoles y enoles +

(FeCl))
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Test de Foam Saponinas -
Test de Salkowski Colesterol y esteroles +

Test de Wagner Alcaloides +
+: positivo; -: negativo
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Tabla 13. Caracteristicas de los diferentes compuestos identificados

Namero Compuesto Sindénimos Clasificacion Formula % area
(IUPAC) molecular del pico
2-Furano metanol, 5- . .
' Linalol oxide B Terpeno con un C H.O
1 ethenyltetrahydro- *Linalol oxide, cis- grupo alcohol. 101872 15.145
a,0,5-trimethyl-, cis-
2-Nonynoic acid, *Ethyl 2-nonynoate . C HO
2 thyl ester *Ethyl non-2-ynoate Agente saborizante 111159, 9.330
2-Hydroxy-3- *3-Methylsalicylaldehyde . CHO
3 methylbenzaldehyde *2,3-Cresotaldehyde Benzaldehido 8872 50.918
. *Ethyl citral
4 -3,7-dimethylnona- *2,6-Nonadienal, 3,7- Componente de C,H,O 2402
2,6-dienal X fragancia
dimethyl-
*Pentadecyl acrylate
5 pentadecyl prop-2- *2-Propenoic acid, Ester CgH..0, 22.114
enoate
pentadecyl ester
. .
6 benzene-1,4-diol Hydroquinone Fenol CsH.O, 0.111
*Quinol
i = *5-Methylsalicylaldehyde
7 2-hydroxy-5 *Benzaldehyde, 2- Aldehido aroméatico C,H,0, 0.364
methylbenzaldehyde
hydroxy-5-methyl-
8 dodecyl prop-2-enoate * Dodecy! acrylate Ester carboxilico CsH,0, 0.116
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DISCUSION
Desde hace ya varios afos, los compuestos derivados de plantas han sido un recurso para la
formulacion de nuevos farmacos con enfoque profilactico y/o terapéutico, ademds, con un
potencial antimicrobiano. La busqueda de nuevas moléculas con nula o baja toxicidad frente a 7.
cruzi, aumenta a medida con la persistencia de los efectos adversos de los antiparasitarios
preexistentes, por esto las alternativas siguen poniéndose en marcha para evaluar los extractos de

diferentes productos vegetales y sus compuestos (Izumi et al. 2011).

En diversas investigaciones, los porcentajes de rendimiento de diferentes tejidos vegetales
mostraron un mayor porcentaje en hojas, seguido de semillas y frutos, lo cual se sustenta teniendo
en cuenta los principios activos de vegetales superiores que puedan encontrarse en mayor
proporcion en hojas, esto como resultado de ser uno de los drganos representativos y mas
importantes donde se tiene lugar la mayoria de los procesos fotosintéticos de las plantas (Mufioz
2002). En otros estudios, por ejemplo, para Bp obtuvieron porcentajes de rendimiento entre 4-6 %
con parametros similares a los de esta investigacion al momento de las extracciones (Owoyemi y
Oladunmoye 2017), de igual forma los rendimientos méximos obtenidos en diferentes extracciones
de otros materiales vegetales no superaron mas del 11 % de rendimiento (Ahmed et al. 2017), en

cambio en estos resultados obtuvimos muy buenos rendimientos, por encima del 25-30 %.

Posteriormente, se evalud la actividad tripanocidal de los extractos acuosos y metanolicos de los
tres ejemplares de plantas frente a dos cepas de 7. cruzi. En primer lugar, para el ejemplar de Am
se evidenci6 una mayor actividad tripanomicida por parte del extracto acuoso con una CLso de 130
ug/mL. En otros estudios se ha utilizado el proceso de coccion en hojas de la planta A. mexicana
como medicina tradicional para tratamiento de malaria y tripanosomiasis en etapas tempranas, tal
es el caso de la actividad reportada del extracto acuoso con IC50 = 4.5 pg/mL frente a

epimastigotes de la cepa de 7. brucei rhodesiense (Schmidt et al. 2012; Mathew y Negi 2019).

Por otro lado, los extractos acuosos y metandlicos de B. pilosa mostraron CLso de 768 y 318 pg/mL
respectivamente contra epimastigotes de la cepa NL; mientras que frente a epimastigotes de la
cepa internacional Brener, se obtuvieron CLso 555 pg/mL con extracto acuoso y 432 pg/mL del
extracto metandlico para estos ensayos. Se ha evidenciado la amplia actividad antimicrobiana y en
especifico frente a diversos parasitos de la planta Bp, hay que tener en cuenta que la la

tripanosomiasis africana, la cual es muy cercana a la enfermedad de Chagas, , actualmente sigue
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con varias afectaciones a la salud humana en paises del Africa subsahariana, y se ven involucradas
diversas especies y subespecies causantes de esta enfermedad, la relacién que tienen estas especies
del protozoario Trypanosoma muestran que diversas plantas pueden tener efecto letal frente a cepas
africanas como americanas. Partiendo de esto, una investigacion muestra la actividad in vitro del
extracto acuoso de B. pilosa sobre una cepa de 7.b. rhodesiense aislada de un paciente en la
localidad de Busia, Kenia, en el continente africano teniendo una CL50 de 125 pg/mL (Mwaniki
et al. 2017), ademas, los estudios realizados con extractos crudos de la planta completa de Bp han
resultado en ICso 5.51 pg/mL frente a otra especie africana como lo es 7.b. brucei (Ohashi et al.
2018). Las publicaciones mas recientes, muestran el resultado del extracto metandlico de B. pilosa
frente otra cepa, ahora 7. brucei, con resultados prometedores de ICso de 5.86 pg/mL (Dofuor et

al. 2022)

En tercera instancia, las CLso obtenidas de la actividad de C. boissieri frente a las cepas de NL y
Brener fueron desde los 342 hasta 794 png/mL para extractos acuosos y metanolicos. Diversos
estudios han resaltado la actividad tripanocidal de diferentes especies del género Cordia (Oza 'y
Kulkarni 2017). Un grupo de trabajo utilizo las raices de la especie de C. globosa y posteriormente
los extractos etandlicos los probaron frente a epimastigotes (cepa Berenice) de 7. cruzi, el
compuesto con mayor actividad fue una ICso de 12.2 pg/mL (Vieira et al. 2008). Otras
investigaciones han demostrado la actividad antiprotozoal de la especie de C. sinensis contra dos
especies, 1. cruzi (33.9 pg/mL) y T. brucei (32.0 pg/mL) lo que demuestra el potencial papel que
presentan estas especies de Cordia sp. (Al-Musayeib et al. 2012).

No se observo citotoxicidad en dos de los tres extractos metandlicos probados en la linea celular
Vero, estos fueron Am y Bp con una CCsp >1000 pg/mL clasificados como potencialmente no
citotoxicos (Osorio et al. 2007). Destaca la CLso (>1000 pg/mL) del extracto metanolico de Bp el
cual no fue toxico para el ensayo con 4. salina segiin Clarkson et al. 2004, ademas mostr6 una

mayor viabilidad en comparacion con los otros dos extractos.

Asi mismo, el andlisis fitoquimico de B. pilosa permitid identificar compuestos de naturaleza
fenolicos, alcaloides, carbohidratos y proteinas, lo que concuerda con lo reportado en
investigaciones anteriores donde se identifican estos mismos compuestos (Ajanaku et al. 2019).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la composicion quimica de la planta puede variar

segun factores como las partes de la planta en cuestion, el momento de la recoleccion y la region
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geografica de donde se colectan (Wang et al. 2010). La fraccion BPFC3MOHI1 de B. pilosa se
sometio a analisis mediante TLC y GC/MS, donde la separacion mas eficaz de sus componentes
se logro al utilizar solventes metandlicos. Este andlisis revelo perfiles cromatograficos con senales
y tiempos de retencion similares a los encontrados en investigaciones previas que detectaron estos
compuestos en extractos metanolicos de las partes aéreas de B. pilosa (Wang et al. 2010; Ajanaku
et al. 2019). Este estudio demuestra que la actividad biologica contra epimastigotes y
tripomastigotes se atribuye a la presencia de 8 compuestos especificos en dicha fraccion. Si bien,
estudios previos informaron actividades antimicrobianas (ethyl-2-nonynoato) (Ba-Hamdan et al.
2014), antioxidantes (linalol) (Silva et al. 2016) y anti protozoarias (Ethyl citral) (Garcia et al.
2010) de estos compuestos identificados, esta investigacion es pionera en la exploracion de

actividad anti 7. cruzi.

Los anélisis comparativos de las actividades de extractos crudos y las fracciones de B. pilosa contra
las cepas NL y B de T cruzi mediante ANOVA unidireccional, no revelaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05). Estos resultados indican que ambas cepas, a pesar de
provenir de diferentes linajes y regiones geograficas, comparten similitudes gendmicas que las
hacen susceptibles a los compuestos encontrados en el extracto crudo y fracciones de B. pilosa
(Dost et al. 2002). La presencia de terpenos en las hojas de B. pilosa, incluidos compuestos como
2-furano metanol,5-etenil tetrahidro-a,0,5-trimetil-, cis-(linalol), se ha informado su existencia en
varias partes de la planta (Chokoe 2021). El linalol, por ejemplo, en un estudio previo, se identifico
entre los 66 compuestos quimicos en la fraccion de hexano de la planta Achillea wilhelmsii, y

demostr6 actividad frente a Leishmania major (Achakzai et al. 2019).

Los principales compuestos presentes en BPFC3MOHI1 fueron 2-hidroxi-3-tilbenzaldehido
(50.9%), prop-2-enoato de pentadecilo (22.1%) y linalol (15.1%). Otros compuestos menos

abundantes incluyeron dcido 2-oninoico, éster etilico (9.3%), 3,7-dimetilnona-2,6-dienal (2.4%),

2-hidroxi-5-metilbenzaldehido (0.3%) y prop-2-enoato de dodecilo (0.1%). Es de suma
importancia poner a prueba las actividades individuales de cada compuesto para determinar si el
efecto anti-7. cruzi se debe al 2-hidroxi-3-metilbenzaldehido (el componente principal de la
muestra), o como resultado de algtn tipo de efecto sinérgico existente entre los 8 compuestos. En
ambas cepas de 7. cruzi los porcentajes de inhibicion a diversas concentraciones para cada fraccion

y el extracto crudo no difirieron estadisticamente significativas. Este hallazgo reafirma el efecto
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dosis-respuesta de las concentraciones, como se demostrd previamente para los extractos de B.
pilosa, que mostraron una actividad anti protozoaria significativa frente a Leishmania amazonensis
(Garcia et al. 2010), actividad antipalidica (Ohashi et al. 2018) y anti-7. brucei rhodesiense de
forma dosis dependiente (Mwaniki et al. 2017). Diversos estudios han informado sobre estos
rangos de concentracion, que a menudo oscilan entre 500 ug/mL y valores por encima de 1000
ug/mL contra diversos microorganismos. Los resultados actuales no clasifican estos compuestos
como "buenos" o "malos" respecto a su actividad antiparasitaria, pero si confirman los efectos

citotdxicos bajos o nulos en comparacion con otros extractos de plantas (Idris et al. 2023).

En cuanto a las evaluaciones de toxicidad utilizando Artemia salina y la linea celular Vero, los
resultados de CCso superaron los 1000 pug/mL tanto para el extracto de Bp-mOH como para las 3
fracciones evaluadas (BPFC1CL1, BPFC2AE1 y BPFC3MOH]1). Estos resultados indicaron que
el extracto y las fracciones no eran toxicos (Idris et al. 2023). Los estudios de toxicidad son
fundamentales, ya que proporcionan informacion muy relevante sobre los posibles efectos no
nocivos en diferentes organismos y células. Cuando los resultados indican una citotoxicidad baja
o nula, sirven como una guia valiosa para emprender hacia estudios mas avanzados, incluidos
aquellos que involucran modelos animales (Meyer et al. 1982; Hernandez y Cafias 2006; Osorio

et al. 2007).

El extracto Bp-mOH exhibi6 un IS de 3.15, mientras que la fraccion BPFC3MOH1 mostrd un IS
atn mayor de 4.03. Un IS mas alto sugiere que la fraccion se dirigira especificamente al parésito
sin afectar a las células del hospedero, lo que reduciria la probabilidad de efectos adversos
causados por el compuesto (Osorio et al. 2007; Valencia et al. 2011). En cuanto a las pruebas de
actividad hemolitica con eritrocitos humanos, los resultados de extracto y fracciones de B. pilosa
no evidenciaron hemolisis visual, manteniéndose los porcentajes de hemolisis por debajo del 10%
en todas las concentraciones utilizadas en el experimento. Esto indica que estos extractos y
fracciones no son hemoliticos (Martinez et al. 2013). En ultima instancia, se espera que este nuevo
conocimiento se aplique a pacientes con enfermedad de Chagas en etapa aguda, ya que los dafios
en etapa cronica son irreversibles y particularmente en regiones donde la incidencia ha aumentado
recientemente (Secretaria de Salud 2024), ademas, el seguimiento de experimentacion in vivo en

modelos murino comprobara si aquellas moléculas o compuestos identificados y probados en una
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etapa in vitro tienen el potencial de ser alternativas terapéuticas o trabajar en conjunto con los

antiparasitarios actuales (Pandey et al. 2002).
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CONCLUSION
Esta investigacion resalta las propiedades anti-tripanosomicas de tres ejemplares de plantas, A.
mexicana, B. pilosa 'y C. boissieri, donde se destacd la mayor actividad inhibitoria por parte de B.

pilosa frente a dos estadios morfoldgicos de 7. cruzi.

Los extractos acuosos y metandlicos derivados de las partes aéreas de 4. mexicana, B. pilosa'y C.

boissieri demostraron efecto de inhibicion in vitro frente a las formas epimastigote de 7. cruzi.

La fraccion metandlica (BPFC3MOHI1) present6 la mas alta inhibicion frente a estadios de

epimastigotes y tripomastigotes de 7. cruzi, ademas, no presento efecto citotoxico ni hemolitico.

Se identificaron 8 compuestos de la fraccion BPFC3MOHI1 de B. pilosa que exhibieron la mayor

actividad tripanocidal.
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