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INTRODUCCION

EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE Aloysia triphylla BRITTON
(CEDRON) SOBRE EL Trypanosoma cruzi EN RATONES

Juan Rojas'?, Olga Palacios?®, Sergio Ronceros'*®

RESUMEN

Objetivos. Determinar la actividad anti-Trypanosoma cruzi in vivo del aceite esencial de Aloysia triphylla en ratones.
Materiales y Métodos. Los animales fueron asignados aleatoriamente a los siguientes grupos (n = 15 por grupo):
infectados y no tratados (G1), infectados y tratados con benznidazol 100 mg/kg (G2), infectados y tratados con aceite
esencial de Aloysia triphylla 100 mg/kg (G3), infectados y tratados con aceite esencial de Aloysia triphylla 250 mg/kg
(G4); no infectados y no tratados (G5), y no infectados y tratados con 250 mg/kg de Aloysia triphyla (G6). La infeccion con T.
cruzi se realizd con 10* tripomastigotes sanguineos y el tratamiento empezo en el octavo dia postinfeccion (dpi) hasta el 28
dpi. La parasitemia se determind con microscopia Optica cada dos dias en 5 pL de sangre extraida de la cola. En el 14, 21
y 28 dpi se obtuvo sangre de la cola para el ensayo de creatina kinasa-MB (CK-MB), alanina aminotransferasa y creatinina;
después, los animales fueron sacrificados y se extrajo el corazén para el estudio histopatolégico. Resultados. El aceite
esencial de cedrén produjo una reduccion significativa de 85,4% del pico de parasitemia con la dosis de 250 mg/kg; también
produjo reduccion del nimero de amastigotes e infiltrados inflamatorios en el corazén. El nivel plasmatico de CK-MB
también disminuyo en el 28 dpi por efecto de dicho tratamiento. Conclusiones. En condiciones experimentales, el aceite
esencial de Aloysia triphylla tiene efecto anti-Trypanosoma cruzi in vivo en ratones.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; Cedron; Aceites esenciales; Experimentacion animal (fuente: DeCS BIREME).

THE EFFECT OF THE ESSENTIAL OIL FROM Aloysia triphylla BRITTON
(LEMON VERBENA) ON Trypanosoma cruzi IN MICE

ABSTRACT

Objectives. To determine the in-vivo anti-Trypanosoma cruzi activity of the essential oil from Aloysia triphylla in mice.
Materials and methods. The mice (n = 15) in the study were randomly assigned to the following groups: infected and
untreated (G1), infected and treated with benznidazole 100 mg/kg (G2), infected and treated with of Aloysia triphylla
essential oil 100 mg/kg (G3), infected and treated with of Aloysia triphylla essential oil 250 mg/kg (G4), uninfected and
untreated (G5), and uninfected and treated with 250 mg/kg of Aloysia triphyla (G6). The infection was conducted using
104 blood T. cruzi trypomastigotes and the treatment began on the 8th day post-infection (dpi) through 28 dpi. The
parasitemia was determined through optical microscopy every 2 days using 5 pL of blood sampled from the tail. In dpi 14,
21 and 28, the blood sample was obtained from the queue for testing creatine kinase-MB, alanine aminotransferase and
creatinine, then animals were euthanized and the heart was removed for histopathological study. Results. The essential
oil of lemon verbena produced a significant reduction of the parasitemia, 85.4% with the peak at a the dose of 250 mg/
kg. It was also observed a reduction in the number of amastigotes and inflammatory infiltrates in the heart. The creatine
kinase-MB plasma levels also decreased at dpi 28 as a result of such treatment. Conclusions. Under experimental
conditions, the essential oil of Aloysia triphylla (lemon verbena) has in vivo anti-Trypanosoma cruzi effect in mice.

Key words: Trypanosoma cruzi; Cedron; Oils, volatile; Animal experimentation (source: MeSH NLM).

Aloysia sleumeri

ARTICULO ORIGINAL

Mold, Aloysia triphylla (L'Herit.)

La Aloysia triphylla Britton es una planta espontanea
de América del Sur, originaria del Peru; pertenece a
la familia de las Verbenaceas y también es conocida
con el nombre botanico de Lippia citriodora Kunth,
Lippia triphylla Kuntze, Aloysia citriodora Ortega,
Verbena triphylla L'Héritier, Zapania citriodora Lam,

Britt; Lippia citriodora H.B.K., Aloysia citriodora Ort.
ex Pers.; mientras que, popularmente, se la conoce
como “cedron”, “cidron”, “limén verbena”, “verbena”,
“yerba luisa” o “hierba de la princesa”, segun el pais o
la region ). Es un arbusto perenne que puede medir
mas de 1,5 m de altura y se caracateriza porque sus
hojas desprenden un intenso y agradable olor a limon;
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su nombre “triphylla” se debe a que sus hojas simples,
rugosas e insertadas en cada nudo, estan reunidas en
vértices de tres; sus flores son pequefias, blancas por
fuera y violaceas por dentro @,

La informacion etnofarmacoldgica refiere diversos usos
de la A. triphylla en la medicina popular; la ingesta
por via oral de la infusion o decoccion de las partes
aéreas de esta planta se utiliza en Sudamérica como
antiespasmaodico, tranquilizante, calmante nervioso,
expectorante y estomacal (V; ademas de este uso, en
Bolivia se utiliza también para la hipertensién arterial ©;
en Ecuador para tratar fiebre, dolor de cabeza y como
diurético ®. En Asia también se utiliza tradicionalmente
para tratar espasmos gastrointestinales, resfrio comun y
como sedativo ©.

Estudios cientificos han demostrado importantes
propiedades antimicrobianas de A. triphylla. El extracto
acetonico de las partes aéreas evidencio significativa
actividad contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae 'y
Proteus vulgaris ©; el extracto etandlico fue activo
contra Listeria monocytogenes ; por otra parte, el
aceite esencial mostré actividad contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella ozaenae,
Enterococcus sp, Bacillus subtilis y Candida albicans ®
y produjo inhibicién in vitro de la replicacién de cuatro
serotipos del virus del dengue ©.

La composicion quimica del aceite esencial es
inconstante y depende del método de extraccion, de su
duracion y la temperatura, del estado y la procedencia
de la planta, y de las condiciones geobotanicas y
agricolas de su cultivo; los principales componentes
son neral, geranial, limoneno, espatulenol, y variaciones
intrinsecas en la cantidad y calidad del resto de terpenos
como a-tujeno, a-pineno, camfeno, mirceno, p-cimeno,
y-terpineno, linalol, camferol, dihidrolinalool, citronelol,
mentona, isoborneol, a-terpineol, carvona, etc (9.
Segun el componente principal se han identificado cinco
quimiotipos: |, mircenona (37%) y o-tujona (17%); II,
a-tujona (23%) y cis-carveol (18%), ambos en Argentina;
I, 1,8-cineol (12%) y geranial (10%), en Marruecos;
IV, limoneno (37%), geranial (14%) y neral (11%), en
Turquia; V, neral (10%) y geranial (40%), es el mas
abundante en el mundo y se encuentra principalmente
en Colombia, Chile, Brasil, Eslovenia, Portugal, Francia
y Grecia @,

La trypanosomiasis americana o enfermedad de

Chagas es una infeccion parasitaria causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi, transmitida por insectos
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hematofagos de la familia Reduviidae. Esta enfermedad
esta presente en casi todos los paises de Latinoamérica
con una prevalencia global de ocho a nueve millones de
personas y una poblacién en riesgo de 25 millones .
En los ultimos afios, la rapidez de los viajes en avion y
las migraciones, han llevado a la exportacion de casos
de enfermedad de Chagas fuera de Latinoamérica a
paises como Alemania, Australia, Canada, Espana,
Francia, Italia, Japén o EE. UU. (2,

La farmacoterapia actual de la enfermedad de Chagas
comprende escasamente dos farmacos, nifurtimox
y benznidazol; ambos son tdxicos, es necesario
administrarlos por largo tiempo y solo sirven para la
fase aguda de la enfermedad ("®. Ante esta situacion,
es urgente la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
donde las plantas medicinales son una opcién viable; no
obstante, la inmensa mayoria de estudios de la actividad
tripanocida con derivados de plantas, se han realizado
solamente por medio de ensayos in vitro. En un estudio
recientemente publicado, hemos demostrado que el
aceite esencial de A. triphylla inhibi6 el crecimiento in
vitro de epimastigotes de T. cruzi con una moderada
Cl,, de 96,5 ug/mL ). Esto nos motivo a continuar el
estudio, por lo que nos propusimos evaluar in vivo el
efecto anti-Trypanosoma cruzi del aceite esencial de A.
triphylla en un modelo de ratén.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio experimental en ratones albinos
machos (22 + 2 g) obtenidos del Instituto Nacional de
Salud de Perdy mantenidos bajo un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 horas, con un periodo de aclimatacion de una
semana antes del experimento, recibiendo alimento y
agua ad libitum.

PREPARACION DEL ACEITE DE Aloysia triphylla

Se recolecté muestras de la Aloysia triphylla en la ciudad
de Huancayo, Pery; estas muestras fueron llevadas al
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos para su identificacion taxondmica.

El aceite esencial se obtuvo de las hojas frescas, a
través de una destilacion por arrastre con vapor de agua
en un aparato tipo clevenger, el destilado se separé
tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad
y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, utilizando una pera de separacion de vidrio.
Se deshidrato con sulfato sédico anhidro (Na,SO,), se
filtrd y se conservé en un frasco de vidrio color ambar
bajo refrigeracion a una temperatura de 4 °C hasta su
uso.
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OBTENCION DEL Trypanosoma cruzi

Se utilizé una cepa silvestre no estandarizada de
Trypanosoma cruzi aislada del vector Triatoma
infestans colectado en el departamento de Arequipa,
Perl. Los parasitos fueron mantenidos por pases de
sangre infectada a ratones albinos Balb/c normales.
Se realizaron dos pases previos por ratén antes de la
realizaciéon del experimento.

En el ensayo se usaron tripomastigotes sanguineos co-
sechados por puncién cardiaca de los ratones infecta-
dos por Trypanosma cruzi, en el pico de parasitemia.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Los animales fueron asignados aleatoriamente a los
siguientes grupos (15 ratones por grupo): infectados y no
tratados (G1); infectados y tratados con benznidazol 100
mg/kg (G2); infectados y tratados con aceite esencial de
Aloysia triphylla 100 mg/kg (G3); infectados y tratados
con aceite esencial de Aloysia triphylla 250 mg/kg (G4);
no infectados y no tratados (G5) y no infectados y
tratados con 250 mg de Aloysia triphylla (G6).

La infeccion se realizé por inyeccion intraperitoneal de
10* tripomastigotes sanguineos.

El aceite esencial fue disuelto en dimetilsulféxido
(DMSO) al 1% y se administr6 una vez al dia mediante
una sonda orogastrica en las dosis indicadas a los grupos
G3, G4 y G6, desde el 8 al 28 dpi (dia postinfeccion).

El benznidazol fue administrado en dosis de 100 mg/
kg/dia por via oral (grupo G2); mientras que los grupos
G1 y G5 solamente recibieron el vehiculo utilizado en la
muestra. El inicio del tratamiento fue desde el dia 8, en
un esquema similar a los grupos anteriores.

CONTROL DE LA EXPERIMENTACION

La infeccion se determin6 desde el dia 4 y la experimen-
tacion comenzé el dia 8 con el inicio del tratamiento. En
los ratones se evalud el nivel de parasitemia, peso corpo-
ral, isoenzima cardiaca creatina kinasa (CK-MB), alanina
aminotransferasa (ALT) y creatinina.

Medicion de la parasitemia: fue determinada individual-
mente cada dos dias por microscopia directa contando
los parasitos en 5 pyL de sangre obtenida de la cola
de los ratones. Se observé al microscopio a 400X y
se realizé el recuento de tripomastigotes en cincuen-
ta campos. La parasitemia se calculé multiplicando el
numero de parasitos en cincuenta campos por el factor
de microscopio.

Medicién del CK-MB, ALT y creatinina: se colect6 sangre
de la punta de la cola de los ratones de todos los grupos
experimentales en microcapilares heparinizados,
en los dias 14, 21 y 28 postinfeccion. El plasma fue
obtenido después de la centrifugacion de la sangre en
una centrifuga de microhematocrito. Se determiné los
niveles plasmaticos de la CK-MB, ALT y creatinina.

Se determino la actividad de la CK-MB usando un slide
CKMB (Vitros®). Se depositd en el slide, una gota de
11 pL de plasma que fue distribuida uniformemente por
la capa difusora a las capas subyacentes. En la capa
reactiva, la creatina quinasa en la muestra cataliza la
conversion del fosfato de creatina y del difosfato de
adenosina (ADP) a creatina y trifosfato de adenosina
(ATP). En presencia de glicerol quinasa, el glicerol es
fosforilado a L-a-glicerofosfato oxidasa. Finalmente, un
leucocolorante es oxidado por el peréxido de hidrégeno
en presencia de peroxidasa para formar un colorante. El
grado de variacion de la densidad de reflexion se convierte
en actividad enzimatica. La lectura se realizé a 670 nm.

Para la medicion de la ALT y creatinina se utilizé slides
ALT y CREA (Vitros®). Los resultados de ALT fueron
expresados como concentracion de enzima (UI/L). Los
niveles de creatinina se expresaron como mg/dL.

EVALUACION HISTOPATOLOGICA

En el 14, 21 y 28 dpi, se seleccionaron aleatoriamente
cinco ratones de cada grupo que fueron sacrificados por
dislocacion cervical y los corazones fueron rapidamente
extraidos y procesados para analisis histopatoldgico. Los
corazones se cortaron longitudinalmente, se lavaron en
tampon fosfato salino (PBS) helado y se fijaron en for-
maldehido al 10% en PBS. Los tejidos fijados fueron
deshidratados y embebidos en parafina. Se realizaron
secciones de 3 um, que fueron coloreadas con hematoxi-
lina-eosina (HE) y se analizaron por microscopia de luz.

Se determiné el numero de nidos de amastigotes
y de infiltrados inflamatorios (mas de diez células
mononucleares) en cien campos en cada lamina, a
400X. Se obtuvo el numero promedio de nidos de
amastigotes o infiltrados inflamatorios por campo, con
tres secciones por cada muestra de cada raton.

ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos fueron expresados como media
* error estdndar y las comparaciones entre los grupos
experimentales fueron realizadas por ANOVA de una
via seguido por una prueba post-hoc de Scheffé. Las
medias se consideraron significativamente diferen-
tes cuando p<0,05. Se utilizé el programa estadistico
SPSS 15.0.
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RESULTADOS

En los primeros 8 dpi se verificd la infeccién con
Trypanosoma cruzien el 100% de los ratones inoculados
y no se observé diferencias significativas en el nivel de
parasitemia en los grupos infectados.

INFECCION POR Trypanosoma cruzi

El tratamiento a partir del 8.° dpi con el aceite esencial de
Aloysia triphylla (cedrén) en dosis de 250 mg/kg/dia por
via oral produjo una reduccién significativa de 85,4%
(p<0,05) en el pico de la parasitemia en el 22 dpi. Con la
dosis de cedron de 100 mg/kg/dia se produjo una menor
reduccion de la parasitemia (41,8%). La parasitemia se
redujo 100% con el tratamiento con 100 mg/kg/dia de
Benznidazol (Figura 1).

El mayor ndmero de nidos de amastigotes en tejido
cardiaco se observé en el 28 dpi en el grupo infectado
y no tratado (46,4 + 10,7 nidos de amastigotes/100
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Figura 1. Efecto del tratamiento por via oral con aceite esencial
de cedron sobre la parasitemia en ratones infectados con 10*
tripomastigotes sanguineos de T. cruzi durante 28 dias.

campos), seguido por el grupo infectado y tratado con
100 mg/kg de cedron (16,8 + 12,3 nidos de amastigotes/100
campos) produciendo dicho tratamiento una reduccion de
63,8%. En los grupos tratados con benznidazol 100 mg/kg
y cedron 250 mg/kg no se observaron nidos de amastigotes
en el 28 dpi (Figuras 2, 3y 4).

Figura 2. Vista panoramica de tejido cardiaco de ratones BALB/c infectados con Trypanosoma cruzi, en el 28 dpi, después del
tratamiento con el aceite esencial de Aloysia triphylla y benznidazol a partir del 8 dpi. (Coloraciéon HE 400X).

(A) Tejido cardiaco normal (control) en el grupo no infectado con T. cruzi. (B) nidos de amastigotes (Flechas) e infiltrados inflamatorios
en el grupo infectado con T. cruzi'y sin tratamiento con farmacos. (C) Grupo infectado con T. cruzi'y tratado con benznidazol 100 mg/
kg/dia. (D) Grupo infectado con T. cruziy tratado con aceite esencial de Aloysia triphylla 250 mg/kg/dia.
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Figura 3. Nidos de amastigotes/100 campos observados a
400X en corazén de ratones infectados con 10* tripomastigotes
sanguineos de T. cruzi y tratados con benznidazol y cedron.

El nimero de infiltrados inflamatorios/100 campos se
incrementd progresivamente en el grupo infectado y
no tratado, siendo mayor en el 28 dpi. El tratamiento
con benznidazol y cedron 250 mg/kg produjo una
reduccién significativa de infiltrados inflamatorios
en el 28 dpi (p<0,001), mientras que con 100 mg/kg
de cedron, la reduccion fue menor pero significativa
(p<0,01).

ALTERACION EN ANALISIS BIOQUIMICOS Y PESO
CORPORAL

La ganacia de peso corporal fue alterada en los ratones
infectados, produciéndose una disminucion significativa
de peso (p<0,05) en el 21 dpi, que se incrementd en el
28 dpi en todos los grupos, siendo mayor en los grupos
que recibieron tratamiento con cedron en dosis de 250
mg/kg/dia, sea infectado o no (p<0,01), excepto en el
grupo que recibié tratamiento con benznidazol, donde
si hubo ganancia de peso que, aunque fue menor, la
diferencia no fue significativa (Figura 4).
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Figura 4. Infiltrados inflamatorios/100 campos observados a
400X en corazon de ratones infectados con 10* tripomastigotes
sanguineos de T. cruzi y tratados con benznidazol y cedron.
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Figura 5. Variaciéon del peso corporal de ratones infectados
con 10* tripomastigotes de T. cruzi tratados con benznidazol
y cedrén comparado con ratones no infectados y no tratados.

Los niveles plasmaticos de CK-MB se incrementaron
significativamente desde el 21 dpi en los grupos
infectados (p<0,001), excepto en el grupo tratado con
benznidazol. El incremento continud hasta el 28 dpi en
los grupos G1 y G2 (infectado-no tratado e infectado-
tratado con 100 mg/kg de cedrdn, respectivamente),
mientras que en el grupo infectado y tratado con cedrén
250 mg/kg descendio en el intervalo del 21 al 28 dpi,
pero se mantiene mas elevado respecto a los controles
(no infectados y tratados con benznidazol), que se
muestran en la Tabla 1.

Los niveles plasmaticos de ALT se incrementaron
significativamente en todos los grupos infectados desde
el 21 dpi inclusive en el grupo infectado y tratado con
benznidazol. Los niveles de dicha enzima continuaron
incrementados significativamente (p<0,001) en el 28 dpi.

Los niveles plasmaticos de creatinina se muestran en la
Tabla 1. Los valores se incrementaron significativamente
desde los 21 dpi y disminuyeron levemente en el 28 dpi.

DISCUSION

En esta investigaciéon se demuestra que el pico de
parasitemia al utilizar una cepa peruana de Trypanosoma
cruzi se produjo en la tercera semana postinfeccion
(Figura 1). En otros estudios que han utilizado cepas
procedentes de otros paises latinoamericanos se ha
demostrado que el pico de parasitemia se alcanzd en
diferentes tiempos; asi, tenemos que para el caso de
la cepa Tulahuen de Chile y cepa Y de Brasil, el pico
de parasitemia se produjo en la primera semana (1516,
mientras que para las cepas X-1 y K-1 de Argentina
se produjo en el 18 y 22 dpi, respectivamente (). Este
particular comportamiento de las cepas de T. cruzi ha
sido asociado con su origen geografico; al respecto, T.
cruzi presenta un alto grado de variabilidad genética
intraespecifica, con posible implicacion para la forma
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Tabla 1. Niveles plasmaticos de ALT (Ul/L), CK-MB (U/L) y creatinina (mg/dL) en ratones infectados con 10*
tripomastigotes sanguineos de T. cruzi y tratados con benznidazol y cedron.

. Infectado- Infectado- . No infectado-
N;(l)ntfg::;io- Benznidazol Cedrén 100 |n;e5%t:1&-k<;7:ir:n Ln:i:;?:;’; Cedrén 250 mg/
100 mg/kg/dia mg/kg/dia kg/dia

ALT

14 dpi 21,8+ 1,66 21,6 + 1,96 23,2+1,43 21,2 +1,93 22,2 +2,65 21,2 +1,77

21 dpi 21,4 £ 1,36 62,4 + 3,26 58,4 +3,17* 47,4 + 2,54* 61,4 +2,31* 41,6 + 2,66**

28 dpi 22,2 +1,65 59,8 £ 3,73 55,0 £2,17* 52,2 + 4,09* 65,0 £4,18* 52,8 + 3,02
CK-MB

14 dpi 38,6 +2,79 51,0 + 8,25 45,4 + 6,70 48,0+ 1,14 62,4 £ 5,01 ND

21 dpi 40,0 £ 2,45 52,0 £ 4,11 138,8 £ 5,40 130,8 £ 3,12* 150,8 £ 4,11* ND

28 dpi 39,2+ 1,39 494 + 2,44 278,0 £ 12,9* 112,6 £ 5,59* 381,20 + 9,6* ND
CREATININA

14 dpi 0,69 + 0,22 0,77 £ 0,07 0,99 + 0,09 0,89 + 0,06 0,85+0,13 0,69+0,13

21 dpi 0,73 £ 0,06 1,97 £ 0,07 1,35+0,15 1,57 £ 0,24** 1,87 £ 0,18** 1,52 + 0,05***

28 dpi 0,71 £0,05 1,25+0,18 1,18 £ 0,20 1,39+0,19 1,56 + 0,15*** 1,33+ 0,06

Valores expresados como media aritmética * error estandar.

*p < 0,001 frente a grupo no infectado, **p < 0,01 frente a grupo no infectado,

ND: no determinado.

clinica de la enfermedad, como el desarrollo de
cardiopatia, megaeséfago y megacolon, solos o en
combinacion (18,

En la busqueda de nuevas drogas alternativas para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, los extractos
vegetales y los aceites esenciales aparecen como
prometedores agentes antiproliferativos. El extracto
diclorometano de la hoja de Baccharis dracunculifolia,
a una concentracion de 3 mg/mL, mostré 100% de lisis
de formas tripomastigotes de T. cruzi 9. Los extractos y
fracciones de Ampelozizyphus amazonicus exhibieron lisis
de las formas tripomastigotes de T. cruzi in vitro @°. Por otra
parte, los aceites esenciales también han demostrado
importante actividad contra T. cruzi. Se ha descrito en
estudios in vitro que el aceite esencial de Origanum
vulgare (orégano) inhibioé el crecimiento de epimastigotes
de T cruzi y también indujo lisis de tripomastigotes,
semejante actividad se observé con el aceite esencial de
Thymus vulgaris L (tomillo) @9. Los aceites esenciales de
Achillea millefolium L (milenrama), Syzygium aromaticum
L (clavo) y Ocimun basilicum L (albahaca) también
han demostrado su actividad inhibitoria del desarrollo
de epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi ©@?.
Recientemente se ha informado la eficacia in vitro del
extracto etandlico de hojas de Zanthoxylum chiloperone
y de la canthin-6-ona, principal componente de la corteza
del tallo y la raiz, contra las formas tripomastigotes y
amastigotes de T. cruzi, asi como la eficacia del extracto
etandlico de las hojas en la reduccion de la parasitemia por
T. cruzi en ratones Balb/c @®. Por otra parte, el derivado
fendlico de un alcaloide naftilisoquinolinico aislado
de Ancistrocladus cochinchinensis mostré excelente
actividad contra T. cruzi @4,
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p < 0,05 frente a grupo no infectado.

En la presente investigacion, el aceite esencial de
Aloysia triphylla (cedrén) en dosis de 250 mg/kg produjo
una reduccion significativa del pico de parasitemia de
85,4% en el 22 dpi (Figura 1), esto guarda relacion
con la reduccion significativa del numero de nidos de
amastigotes e infiltrados inflamatorios que se observa
en el tejido cardiaco al final del experimento (Figuras 2
y 3). Este efecto podria ser importante ya que si bien no
produjo la eliminacién de los parasitos de manera similar
a benznidazol, es generalmente aceptado que con
una infeccién aguda mas severa se puede desarrollar
una fase crénica mas agresiva . Por otra parte, los
niveles plasmaticos de CK-MB se incrementaron
significativamente en la tercera semana en los grupos
infectados con Trypanosoma cruzi, excepto el grupo
tratado con benznidazol; al respecto, se ha demostrado
que la infeccién por T. cruzi produce incremento
plasmatico de CK-MB comparado con ratones control no
infectados, que revelaria indirectamente la invasion del
musculo cardiaco por este parasito protozoario 7; por
su parte, de Souza et al., observaron que después de
tres semanas, los ratones infectados con 10 parasitos
mostraron incremento en los niveles plasmaticos de
CK-MB; asimismo, encontraron una correlacion positiva
entre los infiltrados inflamatorios en tejido cardiaco
detectado histopatolégicamente en los animales y los
niveles de CK-MB, indicando que este marcador puede
ser util para monitorear la ocurrencia de miocarditis
chagasica experimental 8. En este estudio, los niveles
plasmaticos de CK-MB disminuyeron significativamente
(p<0,001) en el 28 dpi por efecto del tratamiento con
aceite esencial de cedréon en dosis de 250 mg/kg
(Tabla 1), lo que también guarda relaciéon con la nula
observacion de amastigotes en el tejido cardiaco de los
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ratones de este grupo al final del experimento (Figura 2)
y los escasos infiltrados inflamatorios.

En el grupo no tratado e infectado con Trypanosoma
cruzi, se observé un incremento progresivo del numero
de infiltrados inflamatorios. Durante la infeccion con
T. cruzi, la activacion del sistema inmune innato esta
probablemente involucrado en, al menos, dos aspectos
de la fisiopatologia de la enfermedad de Chagas, el
control de la replicacién y dispersion del parasito en el
tejido del huésped y la reaccion inflamatoria en el tejido
infectado del huésped, siendo considerado este ultimo
como la causa principal de dafio tisular que conduce a
disfuncion del 6rgano durante la fase aguda y crénica
de la enfermedad @), La miocarditis aguda por T. cruzi
esta asociada con nidos de parasitos y focos inflamatorios
celulares que estan compuestos de macrofagos, células
CD4* y principalmente CD8*, diferenciadas como células
T activadas/memoria (CD62L", LFA-1"ish y VL A-4High) (28),
Se ha demostrado la presencia de moléculas ancladas
de (dlicosilfosfatidilinositol (GPl) en la membrana
plasméatica de T cruzi que son los antigenos
predominantes que actuan sobre el receptor TLR2
provocando la sintesis de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas en macroéfagos 7).

El incremento de los niveles plasmaticos de ALT y
creatinina en ratones infectados con T. cruzi (Tabla 1)
concuerda con los hallazgos de De Souza et al., (19
quienes demostraron que la infeccion por T. cruzi induce
importantes lesiones hepaticas y renales. También
se ha informado que la cepa Tulahuen de T. cruzi
indujo serias lesiones hepaticas caracterizadas por la
desorganizacion de la estructura trabecular, infiltracion
de células mononucleares y la presencia de amastigotes
en el interior de ellas (. Ademas, se ha demostrado
que ratones Balb/c infectados con T. cruzi, en el 15 dpi
presentaron atrofia glomerular y aparente necrosis,
con discreta hemorragia glomerular y degeneracion
celular cerca de los tubulos proximales, con lo que los
ratones desarrollaron un sindrome cardio/anémico/
renal en la fase aguda de la infeccion que se acompafo
de un incremento en los niveles de creatinina @9,
Se ha demostrado también que previo a la alteracion
cardiaca, los ratones infectados presentan infiltracion
inflamatoria renal que causa dafo renal agudo debido
a una lesion por isquemia/reperfusion provocado por
citocinas proinflamatorias y altas concentraciones de
oxido nitrico que, si bien lo protege de la invasion del
parasito, causa dafio de la integridad y viabilidad celular
renal ?®. Existe la posibilidad que esto esté relacionado
con la significativa pérdida de peso corporal que se
observo en los grupos (Figura 4) y que fue mayor en
los grupos tratados con aceite esencial de cedréon en
dosis de 250 mg/kg, pero al observarse similar efecto

en el grupo no infectado y tratado con la misma dosis
de cedrén, se podria especular que el aceite de cedrén
podria cumplir algun papel en la toxicidad, lo cual podria
estar relacionada con la alta dosis utilizada, ya que en el
ensayo con células murinas no mostro citotoxicidad 4,
por lo que seria necesario realizar estudios de toxicidad
aguda y crénica para establecer la seguridad de su
potencial uso como agente anti- Trypanosoma cruzi.

Es probable que la actividad del aceite esencial de
Aloysia triphylla contra T. cruzi podria deberse a su
principal componente, el citral, una mezcla de dos
aldehidos monoterpénicos isoméricos, geranial y neral;
el isébmero trans- se conoce como geranial o citral A, y el
isdbmero cis- se conoce como neral o citral B . Esto seria
posible porque se ha demostrado in vitro que el citral en
concentracion mayor de 60 ug/mL produce 100% de lisis
de formas epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi ®°.

En conclusién, en las condiciones experimentales del
estudio, el aceite esencial de Aloysia triphylla Britton
(cedron) tiene efecto anti-Trypanosoma cruzi in vivo en
ratones.
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