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l. RESUMEN

Se determind el efecto de diferentes concentraciones de los extractos crudos de
acetato de etilo de plantas silvestres provenientes de Brasil y plantulas in vitro de
Piper solmsianum sobre la viabilidad de Trypanosoma cruzi en las formas evolutivas
de epimastigote y tripomastigote. El bioensayo se realizé en una microplaca donde se
establecieron tres grupos experimentales (I, 11, 111) y dos grupos control (IV y V) tanto
para epimastigote y tripomastigote, con tres repeticiones cada uno y en cada pocillo se
colocaron 50 pl de 1 x 10° parésitos/mL en medio de cultivo BHI. Se agregé 3 ul de
cada uno de los extractos crudos de acetato de etilo a las concentraciones 5, 25 y 50
pg/mL a los grupos I, 11y 11, respectivamente, BHI al grupo 1V y disolvente (DMSO)
al grupo V. La microplaca fue incubada a 28 °C por cuatro dias, posteriormente se
afiadio difeniltetrazolio bromuro (MTT) y dodecil sulfato de sodio (SDS). Se
realizaron lecturas de las reacciones a 495 nm. Se encontr6 que las concentraciones de
50 pg/mL de las plantulas in vitro de Piper solmsianum en tripomastigote presentd
mas de 90% de inhibicion y en epimastigote mas de 80% de inhibicion. En las
plantulas silvestres (extracto de hoja y tallo) y grandisina se encontr6 que el extracto
de tallo presentd 96.39% de inhibicion de epimastigote en concentracion de 50 pg/mL
y en tripomastigote la grandisina fue quien mayor porcentaje de inhibicion presento
93.37%. Se concluye que concentraciones de > 5 pg/mL de plantulas silvestres e in
vitro de Piper solmsianum disminuyen en mas de 50% la viabilidad de tripomatigotes

y epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCCION

Desde el hallazgo e identificacion de Trypanosoma cruzi en Brasil por Carlos
Chagas en 1909, en el estado de Minas Gerais, el conocimiento sobre esta infeccion y
su tratamiento ha evolucionado notablemente. Actualmente se calcula que entre 8 y 11
millones de personas en México, Centroamerica y Suramerica tienen la enfermedad de
Chagas y la mayoria de ellas no saben que estan infectadas (Centro para el Control y
Prevencién de Enfermedades 2010). Segun la OMS se calcula que en todo el mundo
hay aproximadamente 16 a 18 millones de personas infectadas con el parasito de las
cuales cada afio mueren alrededor de 50 000 (OMS 2008). En el 2004 en el Per( se
determind que la zona costera sur (Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna) es el area donde
se ha presentado la mayoria de casos de Enfermedad de Chagas, siendo Triatoma
infestans el vector y Cavia porcellus "cobayo™ el principal reservorio. En la zona
norte, en cambio, se ha registrado pocos casos humanos, siendo los valles de Reque y

Callanca (Lambayeque) zonas endémicas de la enfermedad.

En la actualidad aproximadamente 10 millones de personas padecen de
Tripanosomiosis segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud. El tratamiento
de esta enfermedad se ve referido al Benznidazol, medicamento que es producido en
Brasil por el laboratorio federal LAFEPE y en Argentina por el laboratorio Elea. En el
2011 la asociacion de Médicos sin Fronteras informo sobre la ruptura del stock de
Benznidazol, por lo que se vieron afectados pacientes con bajos recursos, los cuales no

podian acceder a este medicamento.

Varias cepas de T. cruzi fueron aisladas de diferentes paises y areas geograficas. Las
importantes diferencias en la resistencia o susceptibilidad a las sustancias de uso en
experimentos de laboratorio o estudios clinicos se han reportado entre diferentes cepas
del parasito. Esto complica aun mas la bisqueda de nuevos farmacos anti-T. cruzi
(Morello et al., 1994).

Hoy en dia, la quimio-resistencia mostrada por los parasitos esta presente en muchos

de de los paises en los que el farmaco no se utiliza de manera eficiente y esto es
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debido incluso a la falta de nuevos tripanocidas y al aumento de los estudios de
resistencia realizados para entender mejor los mecanismos de accion y la comprension
de la quimio-resistencia con interés tripanocida (Boibessot et al., 2002).

Frente a lo mencionado se hace necesaria la busqueda de nuevas sustancias con
propiedades tripanocidas y con menos efectos colaterales. Entre los recursos existentes
en la naturaleza se encuentra P. solmsianum, arbusto perteneciente a la familia de las
Piperaceas, que se encuentra cominmente en areas con suelos tropicales himedos. Un
estudio realizado por Martins et al. (2003) permitio recolectar inflorescencias de Piper
solmsianum provenientes del Ndcleo de Picinguaba, ciudad de Ubatuba, Estado de
S&o Paulo, Brasil, demostrando en bioensayos que aparte del lignano grandisina de P.
solmsianum existen otros lignanos de esta especie con potente actividad in vitro

contra los tripomastigotes de T. cruzi.

Varias especies de Piperaceas se han investigado extensamente como una fuente de
metabolitos secundarios con efectos antitripanosma, ansiolitico, anticonvulsivo y

actividades antiinflamatorias.

Investigaciones fitoquimicas de especies de Piper han conducido a la identificacion de
las clases tipicas de compuestos tales como amidas, terpenos, derivados de acido
benzoico, carotenos, e hidroquinonas y ademas de lignanos, neolignanos y unos

alakaloides con grandes efectos tripanocidas y antileishmanoides.

Todas las especies de Piper tienen gran importancia comercial, econdémica y
medicinal; sin embargo, en nuestro pais se emplea solo algunas, las cuales estan
restringidas a usos en medicina natural debido a la carencia de trabajos de
investigacion, es por ello que se realiz6 este trabajo de investigacion con el siguiente

objetivo:

- Determinar el efecto de 3 diferentes concentraciones (5, 25 y 50 pg/mL) del
extracto crudo de acetato de etilo de plantas silvestres, la sustancia pura
grandicina y plantulas in vitro de P. solmsianum sobre las formas

tripomastigotes y epimastigote de T. cruzi.
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I1l.  ANTECEDENTES

El parasito Trypanosoma cruzi presenta un ciclo heteroxeno, que requiere la
presencia de un hospedador invertebrado en el que se desarrollan varias fases de su
ciclo biologico. Se trata de hemipteros hematofagos de las especies Triatoma
infestans, T. dimidta, Rhodnius prolixus y Pastrongylus megistus, entre otros (Vargas,
2005).

La clasificacion taxondémica de Trypanosoma cruzi segun Atias et al. (1991),
pertenece al Sub-reino: Protozoa, Phylum 1: Sarcomastigophora, Sub-phylum:
Mastigophora, Clase: Zoomastigophorea, Orden: Kinetoplastidea Familia:
Trypanomatidae, Género: Trypanosoma, Especie: Trypanosoma cruzi.

Este parasito presenta 3 estadios morfoldgicos: tripomastigote metaciclico y

promastigote (tripomastigote sanguineo), epimastigote y amastigote. En la etapa de
tripomastigote metaciclico, carece de capacidad de reproduccion y es la forma que
penetra e infecta al hospedero, se encuentra en la sangre y no tiene la capacidad para
dividirse, pero si la de invadir la célula. El epimastigote es fusiforme, este estadio se
reproduce por fision binaria, en tanto que, la etapa de amastigote, es de forma
redondeada, también llamada leismanoide y carece de flagelo. El parésito en esta etapa
se multiplica intracelularmente en el hospedero (Goldsmith, 1995).

La enfermedad presenta un cuadro clinico variable en el que se aprecian dos
fases bien diferenciadas: la fase aguda o temprana es de duracion breve (15 o 20 dias)
y suele ser de manera asintomatica. En algunos casos, fundamentalmente en nifios,
tras la primoinfeccion puede aparecer una lesién caracteristica denominada chagoma
(pequefa inflamacion y enrojecimiento en el lugar de la picadura). A medida que los
parasitos son dispersados por la circulacion linfatica, puede producirse inflamacion en
otros lugares, como los péarpados (signo de Romafia), ganglios linfaticos y tejidos
adyacentes, junto a fiebre y malestar general. Raras veces se produce hepato y
esplenomegalia.

La enfermedad, por accion de la respuesta inmune, disminuye su intensidad después
de la fase aguda, permaneciendo asintomatica durante un periodo variable, por lo

general de diez o quince afos, transcurrido el cual, en un porcentaje que ronda el 15%
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de los casos, reemerge bajo un cuadro clinico de cardiopatia grave que se manifiesta
con palpitaciones, disnea, dolores cardiacos y/o hepaticos y alteraciones del
electrocardiograma, ademas el flagelado puede originar una serie de trastornos
digestivos (megaesdfago y megacolon, dificultad para deglutir, desnutricion, dolor
abdominal y estrefiimiento, musculares y nerviosos (Reina-San Martin et al., 2000).

En la actualidad los farmacos de eleccion para el tratamiento de la tripanosomiasis
americana son el Nifurtimox (NFX) y el Benznidazol (BZN). No obstante, ademas de
presentar numerosos efectos adversos, su eficacia en la fase tardia es baja. En los
ultimos afios se ha utilizado el Itraconazol (ITR) con mejores resultados (Bestetti y
Muccill, 1997).

Ante la evidencia creciente de la resistencia de T. cruzi a farmacos y la
necesidad de buscar alternativas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, es
que se ha optado por el uso de productos naturales. Por ejemplo, estudios realizados de
los extractos orgénicos de las especies Ambrosia tenuifolia y Eupatorium buniifolium
fueron los mas activos con porcentajes de inhibicién de las formas epimastigotes de T.
cruzi mayores a 70% a 100 pg/ml (Sunday et al., 2009).

En Bolivia Caesalpinia pluviosa y Astronium urundeuva, son plantas
medicinales de uso tradicional. Para determinar la actividad tripanocida y
antioxidante in vitro de los extractos etandlicos de estas especies vegetales, se realizd
la medicidn de la inhibicion del desarrollo in vitro de tripomastigotes de T. cruzi, clon
CL Brener. En conclusién, este estudio reveld que los extractos de C. pluviosa y A.
urundeuva, tienen un efecto tripanocida y antioxidante in vitro, justificando el uso
tradicional de la planta y constituyéndose en excelentes candidatos para completar
estudios bioldgicos in vivo y quimicos (Mufioz et al., 2010)

Otros estudios revelan que los aceites esenciales de Cimbopogon citratus
(hierba luisa) y Aloysia triphylla (cedron) inhibieron el crecimiento de la forma
epimastigote de T. cruzi con una buena Clso (concentracion requerida para 50% de
inhibicion) de 63,09 y 96,49 pg/mL, respectivamente (p<0,05). Mentha spicata (hierba
buena), Chenopodium ambrosioides (paico), Rosmarinus officinalis (romero) y

Eucaliptus globulus (eucalipto) exhibieron moderada actividad inhibitoria, con Clso de
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120,23 a 346,74 pg/mL. Por su parte, Melissa officinalis (toronjil), Mentha piperita
(menta), Minthostachys setosa (mufia) y Artemisia absinthium (ajenjo) fueron
inactivas (Rojas et al., 2010).

Dentro de la gran variedad de plantas tripanocidas, los miembros de la Familia
Piperaceae son muy importantes. Muchas sustancias obtenidas de especies de la
familia Piperaceae, en especial las del género Piper han sido utilizadas
tradicionalmente como insecticidas, especias y fitomedicamentos (Arnason et al.,
2005), razones por las que se les han determinado diferentes actividades biologicas,
entre las que se destacan la antifungica, insecticida y antiparasitaria.

La familia Piperaceae es considerada una de las mas complejas y diversas entre
las angiospermas basales, razon por la cual la definicién del nimero de géneros y
especies que la componen, su filogenia y modelo de diversidad floral es, en la
actualidad, motivo de grandes controversias (Jaramillo y Manos, 2001). Para algunos
autores, incluye 14 géneros y alrededor de 1950 especies ampliamente distribuidas en
ambos hemisferios. Comprende plantas herbaceas, arbustivas, algunas veces
trepadoras y arboles. Conjuntamente con las Chlorantaceae y Saururaceae forman un
grupo taxonémicamente aislado (Orden Piperales) de plantas relativamente arcaicas.
Las especies americanas de Piperaceae se clasificaron en los géneros Lepianthes Raf.
(Pothomorphe Miqg.), Peperomia R. & P., Piper L., Sarcorhachis Trel. y
Trianaeopiper Trel. (Tebbs, 1989), aunque en el Per( se han descubierto Gnicamente
los géneros Peperomia, Piper y Sarcorhachis y 811 especies, de las cuales 528 son
consideradas endémicas (Brako y Zarucchi, 1993); en el Ecuador los géneros
Peperomia, Piper, Sarcorhachis y Trianaeopiper y 441 especies, con 134 especies
endémicas y en el Brasil los géneros Ottonia, Peperomia, Piper, Pothomorphe y
Sarcorhachis y 479 especies, sin precisarse el nimero de endémicas (Yuncker, 1972);
posteriormente, las especies de Ottonia fueron incorporadas a Piper (Tebbs, 1989). La
familia Piperaceae contiene metabolitos secundarios como los fenilpropanoides,
lignanos y neolignanos, amidas alifaticas y aromaticas (Silva et al., 2002), alcaloides,

policétidos y cromenes (Lago et al., 2004).
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P. solmsianum es una especie perteneciente al orden Piperales , de la familia de
las Piperaceas y del género Piper ; es un arbusto que se encuentra cominmente en
areas con suelos tropicales himedos. Un estudio realizado por Martins et al. (2003)
permitio recolectar inflorescencia de Piper solmsianum provenientes del Nucleo de
Picinguaba, ciudad de Ubatuba, Estado de S&o Paulo, Brasil, realizdndose bioensayos
utilizando sangre recogida por puncion cardiaca de los ratones albinos suizos en el
pico de la parasitemia (7mo dia). Despues de la infeccion con la cepa Y de T. cruzi, la
sangre infectada se diluyd con sangre de ratones sanos para lograr una concentracion
de 106 formas tripomastigotes demostrando que aparte del lignano grandisina de P.
solmsianum existen otros lignanos de esta especie con potente actividad in vitro
contra los tripomastigotes de T. cruzi.

Otras especies de Piperaceas que han sido reportadas con actividad tripanocida
son P. aduncum y P. heterophyllum donde se aislaron metabolitos secundarios con
actividad antiparasitaria contra Leishmania braziliensis - 2903, L. amazonensis - PH8,

L. donovani - PP75, T. cruzi y Plasmodium falciparum (Amin, 2011).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Poblacion y muestra de estudio

Las plantas silvestres de P. solmsianum procedentes, de colectas en la region de
Ubatuba, estado de Sdo Paulo, Brasil, fueron identificadas, por el Prof. Guillermo E.
Delgado, de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (UNPRG), Lambayeque, Peru.
(Figura 1). Las plantulas in vitro fueron propagadas en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales y Recursos Genéticos de la UNPRG, partiendo de plantas del Banco
de Germoplasma in vitro en el Laboratorio del Instituto de Quimica (IQ) de la
Universidad de S&o Paulo (USP) (Figura 2). Se trabajo con dos tipos de plantulas in
vitro: plantulas jovenes (6 a 7 meses de cultivadas) y plantulas maduras (10 a 12
meses de cultivadas). Adicionalmente, se contd con una muestra pura del metabolito
secundario grandisina, purificado en el IQ/USP, a partir de plantas silvestres de P.
solmsianum. Las muestras herborizadas se depositaron en el Herbario del 1Q/USP.

El parésito T. cruzi, procedente del departamento de Arequipa, fue proporcionado
por el Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM) Lima y mantenida en especimenes de Mus musculus BALB/c, en el
Laboratorio de Artropodologia Parasitaria de la Especialidad de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.

4.2 VVariables en estudio

a. Independiente: extractos crudos de Piper solmsianum.
b. Dependiente: cultivos de Trypanosoma cruzi.
4.3. Tipo de estudio y disefio de la contrastacion de hipétesis
El trabajo de investigacion es de tipo experimental, con un disefio clasico
(Alvitres, 2000) ya que se establecieron tres grupos experimentales (I, 11 y I1l) y dos
grupos control (IV y V), cada uno por triplicado, donde los grupos experimentales
recibieron el estimulo de la variable independiente y los grupos control no lo

recibiran..
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4.4.0btencion de extractos crudos de plantas silvestres
e Extracto de hojas y tallos de plantas silvestres de P. solmsianum

Tallos y hojas de plantas silvestres de P. solmsianum fueron colectadas en campo
y, debidamente empacadas, se llevaron al laboratorio para su procesamiento;
luego se procedio a cortar cada una de las partes en trozos pequefios para su
secado al ambiente y en estufa a 50 °C de temperatura durante tres dias, antes de
la molienda en molino mecéanico hasta convertirlas en polvo fino. Una vez
determinado el peso seco se le agrego el solvente orgénico de extraccion acetato
de etilo durante 24 horas y por tres veces consecutivas. Después del filtrado, se
concentr6 en placa de Petri de 20 cm de didmetro hasta la total evaporacion del
solvente; posteriormente, se recuper0 el extracto con diclorometano y deposito en
un frasco pequefio previamente pesado para, por diferencia de pesos, determinar el
rendimiento.

4.5. Obtencion de extractos crudos de plantulas in vitro

En este caso se utilizaran plantulas in vitro completas, con tallos, hojas y raices,
de 6 a 7 meses de edad y plantulas de 10 a 12 meses de edad, las que fueron
secadas en estufa a 40 °C de temperatura durante 3 horas, antes de molerlas en
mortero de porcelana; luego se procedio a la extraccion como en el caso anterior
(Figura 3).

4.6. Evaluacion del efecto del extracto crudo (EC) de acetato de etilo (tallos,
hojas, plantulas in vitro y grandisina) de P. solmsianum sobre la

viabilidad en diferentes formas evolutivas de T. cruzi

a. En epimastigotes
e Siembray aislamiento

A partir de sangre obtenida de dos especimenes de Mus musculus
BALB/c, infectados con T. cruzi, se realizé hemocultivos (Anexo 3a) en

medio bifasico BHI  suplementado con 10% de sangre de conejo
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desfibrinada, los que se incubaron a 28 °C. Estos medios de cultivo fueron

examinados diariamente con ayuda de un microscopio invertido.

Determinacion de la curva de crecimiento

A partir del cultivo primario, se sembré 1x10° epimastigotes/mL, en
medio de cultivo bifasico BHI modificado, suplementado con 10% de
sangre de conejo desfibrinada y se incubé a 28°C; luego se realiz6 conteos
diarios en camara de Neubauer (Anexo 3b) para la determinacion de la
curva de crecimiento en relacion al tiempo. El recuento se realizara

durante seis dias (Anexo 2).

Ejecucion del bioensayo
- Aplicacion del extracto

En una microplaca de poliestireno de 96 pocillos, se establecieron tres
grupos experimentales (1, 11 'y 111) y dos grupos control (IV y V), cada uno
por triplicado. A todos los grupos se agreg6 20 pL de epimastigotes de T.
cruzi, en fase de crecimiento logaritmico a una concentracion de 1 x 10°
epimastigotes/mL y 80 pL de medio BHI con gentamicina. Se prepararon
concentraciones de 5.0, 25.0 y 50.0 pg/mL, utilizando como disolvente
dimetilsulfoxido (DMSO) 1%; de cada concentracién se aplicé 50.0 uL a
los grupos I, 11'y Il respectivamente, al IV 50,0 pL de BHI y al grupo V
50.0 uL de DMSO; la placa fue incubada a 28 °C por cuatro dias (Anexo
5).
- Blancos de estandarizacion

Para determinar el porcentaje de inhibicion fue necesario contar con los
valores de las soluciones de referencia y para ello se establecieron cuatro
grupos, a los cuales se afiadio 100 pL de BHI con gentamicina; luego al
primer grupo se le afiadird 20,0 uL de BHI y a los otros grupos 50.0 pL de
EC a las concentraciones de 5.0, 25.0 y 50.0 pug/mL, respectivamente, e

incubaron 28 °C durante cuatro dias.
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- Determinacion de la viabilidad

Después de cuatro dias de incubacion de los grupos (Anexo 6), se
afiadié a cada pocillo 10 puL de 2,5 mg/mL de difeniltetrazodio bromuro
(MTT) y se incubaron durante 75 minutos en oscuridad a 28 °C;
posteriormente, se agregd 100 pL de una solucién de dodecil sulfato de
sodio (SDS) 10%, la que fue mantenida a temperatura ambiente y en
oscuridad por 30 min. La absorbancia de las muestras fue leida a 492 nm
en un lector de ELISA.
La concentracién inhibitoria 50% (ICso) fue determinada mediante analisis
de regresion lineal del gréfico porcentaje de inhibicién vs. Logaritmo de la
concentracion del extracto. Ademas, fueron determinados los valores de

ICso de los grupos experimental y control.

_ (Am—-Abm)

*
(Ar —Abr) 100

% inhibicién - [1
Donde:  Am es la absorbancia de las muestras,
Abm es la absorbancia del blanco de muestra,
Ar es la absorbancia de las soluciones de referencias,

y Abr la absorbancia del blanco de referencia.

b. Tripomastigotes sanguineos
e Ejecucion del ensayo
A partir de ratones previamente infectados se obtuvo una muestra de
sangre por puncion cardiaca para la obtencion de tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi.
La muestra de sangre obtenida fue colocada en tubos estériles con
Heparina y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
resultante fue ajustado a una concentracién de 1 x 10° tripomastigotes

sanguineos/mL. (Anexo 4); para el recuento se usé la camara de Neubauer.

e Aplicacion de EC : 20 pL de tripomastigotas de T. cruzi fueron

distribuidos en pocillos de una microplaca, a una concentracion de 1 x 10°
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tripomastigotes/mL; luego, se procedid con el protocolo mencionado
anteriormente para epimastigotes. (Anexo 7)

e Determinacién de la viabilidad

Se siguio el protocolo mencionado anteriormente para epimastigotes.

4.7. Analisis de datos
Los resultados obtenidos fueron sometidos al analisis de varianzas (ANOVA) y a
una prueba de comparacion de medias Tukey a fin de determinar las diferencias

estadisticas entre los grupos experimentales y control, mediante el uso de un
programa computarizado SPSS vr. 20 con un grado de significancia de 0.05.

1

€ T ¥y
g “X-’.

v v

Figura 1. Planta de Piper solmsianum establecida en los jardines de la Facultad de
Ciencias biologicas procedente del banco de germoplasma del
Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo — Brasil. 21



Figura 2. Plantas in vitro de Piper solmsianum, a. Plantulas maduras in vitro,
b. Plantulas jovenes.
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Recoleccion de las muestras

pr

Secado por 1 semana

pu

Secado final a 50°C en horno durante 3 dias

pu

Pulverizacion mecénica de las plantulas in
vitro, hojas y tallo de las plantas silvestres

e

Determinacion del peso seco

PR

Agregado del Acetato de Etilo durante 24 horas por 3 veces
consecutivas

-

Recuperacion de todo el concentrado
con Diclorometano

@

Filtrado del contenido

pu

Concentrado en placa de Petri de 20 cm hasta que el
solvente se evapore totalmente

Figura 3. Proceso para la obtencion del extracto crudo de acetato de etilo de
plantulas in vitro y plantas silvestres de Piper solmsianum
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V. RESULTADOS

5.1 Inhibicién de Epimastigotes

En el cuadro 1 se observan los porcentajes de inhibicion del ensayo in vitro de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi a diferentes concentraciones (50, 25 y 5 pg/mL) de
extracto crudo de acetato de etilo de plantas silvestres (tallo y hojas) y plantulas in vitro de
Piper solmsianum, los cuales se obtuvieron en base a las absorbancias registradas que se
presentan en el anexo 8 hasta el anexo 12; observandose que en los extractos de todas las
estructuras vegetales utilizadas se alcanzé una inhibicion del 87.34% a 99.52% a la

concentracion de 50 pg/mL , destacandose el extracto de tallo sobre las demas estructuras.

Utilizando la concentracion de 25 pg/mL se observd también, que existe un alto
porcentaje de inhibicion donde se destaca el tallo con 96.39% seguido de las hojas con 88.93%
de inhibicion. El porcentaje de inhibicién aln sigue considerandose alto al utilizar 5 pg/ ml
donde el rango de inhibicién oscila entre 72.83% en el caso de grandicina pura y del 84.52%

en extracto de tallo de planta silvestre.

Cuadro 1. Inhibicion de Epimastigotes de Trypanosoma cruzi con cuatro tipos de
extractos de Piper solmsianum y grandisina pura a las concentraciones 50,
25y 5 pg/mL.

% de Inhibicion de las concentraciones
Tipo de Extracto | 50 pg/mL | 25pug/mL | 5 pg/mL
Plantulas jovenes 87.34% 82.12% | 78.47%

Plantulas maduras 89.79% 86.88% 77.69%

Grandisina 88.27% 78.64% 72.83%
Tallo 99.52% 96.39% 84.52%
Hojas 90.73% 88.93% 81.05%

Realizado el Andlisis de varianza (ANOVA) respectivo para cada tipo de extracto
ensayado, se observa que el efecto sobre los epimastigotes de T. cruzi resultaron

significativos (Cuadro 2 - 6).
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Cuadro 2. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos del

extracto de plantulas jovenes cultivadas in vitro de Piper

solmsianum donde se observa que el efecto sobre los
epimastigotes de T. cruzi resultaron significativos.
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,011 3 ,004 145,861 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,011 11

Cuadro 3. Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos del

extracto de plantulas maduras cultivadas in vitro de Piper

solmsianum donde se observa que el efecto sobre los
epimastigotes de T. cruzi resultaron significativos.
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,008 3 ,003 105,560 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,008 11

Cuadro 4. Andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos del

extracto de tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se

observa que el efecto sobre los epimastigotes de T. cruzi resultaron

significativos.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,023 3 ,008 18,484 ,001
Intra-grupos ,003 8 ,000
Total ,026 11
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Cuadro 5. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos del
extracto de hojas de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se
observa que el efecto sobre los epimastigotes de T. cruzi resultaron

significativos.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,009 3 ,003 117,407 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,009 11

Cuadro 6. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos del extracto
puro de grandisina de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se
observa que el efecto sobre los epimastigotes de T. cruzi resultaron

significativos.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,010 3 ,003 92,710 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,010 11

Realizada la prueba de Tukey correspondiente para concentraciones del extracto de
plantas jovenes in vitro, demuestra que 25 pg/mL y 50 pg/mL tiene un efecto
estadisticamente similar, la concentracion de 5 pg/mL y el control resultaron iguales
y diferentes a los demas tratamientos (Cuadro 7 - 11). El extracto de plantas maduras
in vitro, tallos y hojas de plantas silvestres, asi como para grandisina pura, todos
resultaron estadisticamente iguales y diferentes al control (Cuadro 8). El efecto de los
extractos de tallos y hojas de plantas silvestres, resultaron estadisticamente iguales en

las tres concentraciones utilizadas y diferentes a la vez respeto al control (Cuadro 9, 10
y 11).
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Cuadro 7. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in
vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes
concentraciones de los extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas

in vitro, de plantas silvestres y el compuesto grandisina de Piper

solmsianum. Plantulas jévenes cultivadas in vitro.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
50 3 ,01367
25 3 ,01600
CONTROL 3 ,07267
5 3 ,07900

Cuadro 8. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in
vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes
concentraciones de los extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas

in vitro, de plantas silvestres y el compuesto grandisina de Piper
solmsianum. Plantulas maduras cultivadas in vitro.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
25 3 ,00600
50 3 ,00700
5 3 ,01533
CONTROL 3 ,06867
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Cuadro 9. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in

vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes

concentraciones de los extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas

in vitro, de plantas silvestres y el compuesto grandisina de Piper

solmsianum. Extracto de tallo de plantas silvestres.

CONCENTRACION DE N Subconjunto para alfa = 0.05
EXTRACTO 1 2
50 3 ,00767
25 3 ,00833
5 3 ,01733
CONTROL 3 ,11100

Cuadro 10. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in
vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes
concentraciones de los extractos de acetato de etilo de plantulas
cultivadas in vitro, de plantas silvestres y el compuesto grandisina de

Piper solmsianum. Extracto de hojas de plantas silvestres.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa =
DE EXTRACTO 0.05
1 2
50 3 ,00667
25 3 ,00800
5 3 ,01367
CONTROL 3 ,07233

Cuadro 11. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos
in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes
concentraciones de los extractos de acetato de etilo de plantulas
cultivadas in vitro, de plantas silvestres y el compuesto grandisina de

Piper solmsianum. Extracto de grandisina.
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CONCENTRACION DE Subconjunto para alfa = 0.05
EXTRACTO N 1 2
50 3 ,00867
25 3 ,01733
5 3 ,02200
CONTROL 3 ,08100

Comparando las tres concentraciones utilizadas para cada uno de los extractos

frente a su actividad en epimastigotas, se puede observar que existe una tendencia de

inhibicion que va en el rango de 72.83% con la concentracion de 5 pg/mL al 99.52%

con concentracion de 25 pg/mL de extracto de tallo de plantas silvestres. (Figura 4)
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi a las concentraciones 50, 25 y 5 pg/mL de los extracto crudos de
acetato de etilo de plantas silvestres y plantulas in vitro de Piper solmsianum (Porcentaje de inhibicion vs concentracion)
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5.2 Inhibicion de Tripomastigotes

En el cuadro 2 se observa los porcentajes de inhibicion del ensayo in vitro realizado
para tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, a las concentraciones de 50, 25y 5 pg/mL
los cuales se obtuvieron en base a las absorbancias registradas que se presentan en el
anexo 13 hasta el anexo 17. Aqui, se puede observar que en los extractos de todas las
estructuras vegetales y el compuesto grandisina utilizados, se alcanz6 una inhibicion del
92.96% con extracto de plantulas jovenes in vitro y 93.37% a la concentracion 50
png/mL de grandisina pura, destacAndose el compuesto puro de grandisina sobre las

demas estructuras vegetales.

Utilizando la concentracion de 25 pg/mL se puede observar que también existe un
alto grado de inhibicién donde destaca el extracto de plantulas jovenes in vitro con
86.80% seguido del extracto de plantulas maduras in vitro con 86.77% de inhibicién. El
porcentaje de inhibicién ain sigue considerandose alto al utilizar la concentracion de 5
png/mL donde el rango de inhibicion oscila entre 70.88% con extracto de hojas de

plantas silvestres a 77.97% con la sustancia pura grandisina.

Cuadro 12. Inhibicién de tripomastigotes con cuatro tipos de extractos de Piper
solmsianum y grandisina pura.

% de Inhibicion de concentraciones
Tipo de Extracto 50 pg/mL 25 pg/mL | 5 pg/mL
Plantulas jovenes 92.96% 86.80% 71.26%
Plantulas maduras 91.56% 86.77% 74.97%
Grandisina 93.37% 86.30% 77.97%
Tallo 91.78% 84.15% 74.25%
Hojas 92.15% 82.35% 70.88%

Realizado el Analisis de varianza (ANOVA) respectivo para cada tipo de extracto
ensayado, se observa que el efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.
(Cuadro 13 - 17).
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plantulas jovenes cultivadas in vitro de Piper solmsianum donde se observa

Cuadro 13. Andlisis de varianza (ANOVA) para los resultados obtenidos del extracto de

que el efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.

Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,021 3 ,007 91,384 ,000
Intra-grupos ,001 8 ,000
Total ,021 11

Cuadrol4. Andlisis de varianza (ANOVA) para los resultados obtenidos del extracto de
plantulas maduras cultivadas in vitro de Piper solmsianum donde se

observa que el efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,016 3 ,005 658,062 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,016 11

Cuadro 15. Andlisis de varianza (ANOVA\) para los resultados obtenidos del extracto de
tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se observa que el

efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,016 3 ,005 2347,286 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,016 11




Cuadro 16. Andlisis de varianza (ANOVA) para los resultados obtenidos del extracto de

hojas de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se observa que el

efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.

Suma de ol Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,016 3 ,005 1637,225 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,016 11

Cuadro 17. Analisis de varianza (ANOVA) para los resultados obtenidos del extracto

puro de grandisina de plantas silvestres de Piper solmsianum donde se

observa que el efecto sobre los tripomastigotes de T. cruzi es significativo.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos ,017 3 ,006 916,302 ,000
Intra-grupos ,000 8 ,000
Total ,017 11

La prueba de Tukey, para concentraciones del extracto de plantas jévenes in vitro, demuestra
que 25 pg/mL y 50 pg/mL tiene un efecto estadisticamente similar y diferente cuando se
utiliza 5 pg/mL vy el control es diferente a todos. (Cuadro 18), lo mismo ocurre en el caso del
extracto de plantas in vitro maduras, siendo la concentracién 5 pg/mL diferente a las dos
concentraciones superiores y el control diferente a todo (Cuadro 19) . En el caso del extracto de
tallo y hojas de plantas silvestres, asi como grandisina pura, todos fueron estadisticamente

diferentes entre si, incluyendo al control (Cuadros 18 — 21)

Cuadro 18. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in
vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes concentraciones de los
extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas in vitro, de plantas silvestres y el compuesto

grandisina de Piper solmsianum. Pl&ntulas jévenes cultivadas in vitro
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CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
50 3 ,00500
25 3 ,02467 ,02467
5 3 ,03267
CONTROL 3 ,11367

Cuadro 19. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in vitro de
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes concentraciones de los
extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas in vitro, de plantas silvestres y el

compuesto grandisina de Piper solmsianum, plantulas maduras cultivadas in vitro.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
50 3 ,00833
25 3 ,01367
5 3 ,02467
CONTROL 3 ,09867

Cuadro 20. Comparacién de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in vitro de
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes concentraciones de los
extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas in vitro, de plantas silvestres y el

compuesto grandisina de Piper solmsianum.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
50 3 ,00833
25 3 ,01600
5 3 ,02600
CONTROL 3 ,10100




Cuadro 21. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in vitro de
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes concentraciones de los
extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas in vitro, de plantas silvestres y
el compuesto grandisina de Piper solmsianum. Extracto de hojas de plantas

silvestres.
CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
50 3| ,00800
25 3 ,01800
5 3 ,02967
CONTROL 3 ,10200

Cuadro 22. Comparacion de medias (Tukey) con los datos obtenidos en los ensayos in vitro de
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las diferentes concentraciones de los
extractos de acetato de etilo de plantulas cultivadas in vitro, de plantas silvestres y
el compuesto grandisina de Piper solmsianum. Extracto de grandisina.

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
50 3 ,00667
25 3 ,01367
5 3 ,02200
CONTROL 3 ,10000

Comparando las tres concentraciones utilizadas para cada uno de los extractos frente
a su actividad en tripomastigotes, se puede observar que el porcentaje de inhibicién va
desde 71.26% como el mas bajo a la concentracién de 5 pg/mL de plantulas jovenes al
93.37% como el de mayor inhibicion a la concentracion de 50 pg/LI del compuesto puro
grandisina, existe una tendencia de inhibicion que va en el rango de 70.88% al 92.96%
(Figura 5).
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5.3. Evaluacion 1Cso de los extractos de plantulas silvestres, plantulas in vitro y el
compuesto de grandisina pura de P. solmsianum en epimastigotes de T. cruzi.

Al analizar las concentraciones inhibitorias medias presentadas en el Cuadro 3,
se observo que el extracto de plantas jovenes in vitro inhibid el 50% de la
poblacion de epimastigotes con 0.018 pg/mL, seguido de la grandisina con 0.039
pg/ml, el extracto de plantulas maduras in vitro, con 0.051 pug/mL y el de hojas de
plantas silvestres con 0.064 pg/mL, finalmente el extracto de tallo de plantas
silvestres con 0.254 pg/mL. A excepcion del extracto de tallo por la mayor
concentracion efectiva, todos resultaron ser similares en la actividad inhibitoria
media.

Cuadro 22. Valores ICso para tres niveles de cuatro extractos extracto de Piper

solmsianum y grandicina en epimastigotes de Tripanosoma cruzi.

IC50 para Epimastigotes
Tipo de extracto Estimacion pg/mL
Plantulas jovenes 0.018
Plantulas maduras 0.051
Grandisina 0.039
Tallo 0.254
Hojas 0.064

5.4. Evaluacion ICso en de los extractos de plantulas silvestres, plantulas in vitro y el
compuesto de grandisina pura de P. solmsianum en tripomastigotes de T. cruzi

En el Cuadro 4, se expresan los valores estimados para la concentracion media de
inhibicion (IC50) para cada uno de los extractos en tripomastigotes. En el caso del compuesto
puro de grandisina , el 0.360 pug/mL inhibid al 50% de la poblacidn, los extractos de plantulas
jévenes y maduras in vitro, asi como las de tallo y hojas de plantas silvestres, los valores que

inhibieron al 50 % de tripomastigotes fueron superiores al 0.5 pg/mL.
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Cuadro 23. Porcentaje de Inhibicion para cada Extracto de Tripomastigotes.

IC50 para Tripomastigotes

Tipo de extracto

Estimacion pg/mL

Plantulas jovenes 1.143
Plantulas maduras 0.525
Grandisina 0.360
Tallo 0.575

Hojas 0.576

Realizando una comparacion general de los resultados obtenidos, segun la figura 4y 5,

se puede apreciar que hay una respuesta casi uniforme para cada tipo de concentracion

en cada uno de los extractos. Desde la concentracion mas baja, superando el 50% de

inhibicién.
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo, como se ha podido observar, se utilizaron cuatro tipos de
extractos y la neolignana grandisina pura de actividad tripanomicida, que es sintetizada
por P. solmsianum, aunque no es la Unica especie que lo sintetiza, pues fue aislada
también de Virola surinamensis, especie de la familia Myristicaceae (LOpez et al.,
1998); Fueron probadas tres concentraciones y dos estadios de desarrollo de T. cruzi,
epimastigotes y tripomastigotes.

En los experimentos con epimastigotes, en la concentracion mas baja de 5 pg/mL
se pudo obtener una inhibicién de 84.52% al utilizar extracto de tallo de plantas
silvestres, lo que equivaldria a deducir que la viabilidad de los epimastigotes estuvo por
debajo de 20% como el valor més alto para esta concentracion, seguido del extracto de
hoja y los demas extractos incluyendo a la grandisina. A medida que aumenta la
concentracion de los extractos aumenta también el porcentaje de inhibicion. El extracto
de tallo, a 25 y 50 pg/mL alcanzé el mayor efecto con 96.39 y 99.52% de inhibicion, lo
que indicaria que a estas concentraciones los parasitos sélo presentaron una viabilidad
menor del 1%. Efecto menor se ha podido observar en estudios realizados con extracto
de Acnistus arborescens (Solanaceae) utilizando 25.0 pg/mL de extracto etandlico de
hojas donde sélo se alcanz6 la inhibicion del 85% de epimastigotas (Gomez, 2012).

En la mayoria de pruebas realizadas para concentraciones inhibitorias medias
ICso con extracto de plantas, con actividad tripanocida en el estadio epimastigote, se
mencionan los valores de 13.3 y 17.2 pg/mL, como ocurre con el extracto hexanico de
hojas de P. arborium y P. tuberculatum, vy las fracciones de frutos consideradas
potentes con valores ICsp menores a 33 pug/mL (Regasini et al., 2009). El efecto se
deberia a la presencia de pirrolidin alquilamidas, la piperylina y la 4,5-dihydropiperylina
presente en las hojas (Kato & Furlan 2007). Comparando con los resultados obtenidos
en el presente trabajo, se observo que los valores ICsp en epimastigotes son inferiores al
0.05 pg/mL como corresponde al extracto de plantulas jovenes in vitro (0.018 pg/mL),
seguido de la grandisina con 0.039 pug/mL, a excepcién del extracto de tallo que llega a
0.254 pg/mL.
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En el caso de los experimentos con tripomastigotes, se destaca la grandisina en
las tres concentraciones utilizadas, 5, 25 y 50 pug/mL, llegando a inhibir desde 77.97,
86.30 y 93.37%, seguido de los demas extractos con una diferencia de 1 a 2%
aproximadamente entre tratamientos. Esta actividad ya ha sido reportada (Martins et al.,
2003) y ahora se confirma en el estadio tripanomastigote; a este efecto le siguen los
extractos de plantulas maduras in vitro, hoja y tallo, con valores ICs; menores a 1.0
pg/ml, a excepcion del extracto de plantulas jovenes in vitro de Piper solmsianum que
presento un valor de 1.143 pg/mL.

El extracto etandlico de Acnistus arborescens (Solanaceae), también fue
enfrentado a este estadio, donde 25.0 pg/mL donde los valores de ICsy fueron de 10.0 y
14.0 pg/mL de (Gbémez, 2012), valores relativamente altos comparados con los
resultados obtenidos con los extractos ensayados en el presente trabajo, donde el mayor
valor corresponde a 1.143 pg/mL de extracto de plantulas jovenes in vitro.

Por la actividad tripanocida que presenta, la grandicina ha sido utilizada para
ser sometida a modificacion molecular para obtener otros compuestos mas potentes y
con menores efectos colaterales y de mejores caracteristicas fisico-quimicas en el
combate de la enfermedad de Chagas. Se han obtenido ocho compuestos analogos con
resultados de actividad positiva (Bortola, 2012). Por otro lado, en P. malacophyllum, ha
sido aislado un alkenilfenol con actividad en tripanomastigotes, donde se observo
valor ICsy de 17 pg/mL y valores citotoxicos CCso de 59 pg/mL y una actividad
hemolitica ausente aun utilizando 75 pg/mL (Abe et al., 2002). Los cromenes y una
lignana tetrahidrofuranicas grupo al que pertenece la grandicina, estaria siendo
sintetizada por Peperomia blanda, lo que le proporcionaria la caracteristica de
tripanocida (Felipe et al., 2008). Hasta la actualidad méas de 130 especies de plantas han
sido estudiadas por sus propiedades contra parasitos, especialmente contra los que
causan Chagas y Leishmania cuyos responsables son protozoarios (De Oliveira et al.,
2012)

El aislamiento de lignanas y neolignanas con actividad tripanocida, abre amplias
posibilidades de elaborar otras sustancias de mayor eficacia, utilizando nuevas técnicas

de quimioinformatica, basadas en la estructura de las moléculas bioactivas sobre las

40



proteinas relevantes para la sobrevivencia del parasito, hecho que se ha puesto al
descubierto con la caracterizacion del genoma de T. cruzi en el 2005. Las
investigaciones apuntan a encontrar derivados de las neolignanas que se comporten
como inhibidores de la hipoxantina-guanina fsforiltransferasa de la cruzipaina y de la

sintetasa de la fornesil- pirofosfato exoquinasa (Campillo et al., 2012).
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VIl. CONCLUSIONES

Las concentraciones mayores a 5 pg/mL del extracto crudo de plantulas maduras,
plantulas jovenes, hojas y tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum,
disminuyen la viabilidad de epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma
cruzi en més de 50%.

Las concentraciones de 25 y 50 pg/mL del extracto crudo de plantulas maduras,
plantulas jovenes, hojas y tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum,
disminuyen la viabilidad de epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma
cruzi en més del 70%.

Los extractos crudos de plantulas in vitro y las plantas silvestres de Piper
solmsianum, mostraron tener un efecto parecido al de la grandisina pura, contra
la viabilidad de tripomastigotes y epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
Estadisticamente no existe diferencia significativa entre la actividad tripanocida
de los extractos crudo, en acetato de etilo, de plantulas in vitro y plantas

silvestres de Piper solmsianum.
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VIill. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos para probar el efecto tripanocida de Piper solmsianum en
amastigote de Trypanosoma cruzi. Para determinar si tiene actividad tripanocida
en el interior de la célula.

Determinar la citotoxicidad de cada uno de los extractos, para seleccionar el
menos toxico y mas efectivo.

Probar la actividad de los extractos en ensayos in vivo.

Mantener la cepa de Trypanosoma cruzi, fase tripomastigote, en ratones machos
albinos BALB/c, para futuros ensayos.

Explorar nuevas especies vegetales con principios activos en el tratamiento de la

enfermedad de Chagas.
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ANEXOS



Anexo 1. Preparacién de medio de cultivo bifasico BHI modificado

1.1 MEDIO CALDO BHI MODIFICADO:

e Extractodecarne.................cooeinininn, 0.3¢g
o Peptona...........oooiiiiiiiiiiii 10g
e Clorurodesodio............covviviiiiiiinininn. 05¢g
o DeXrosa.......ceviiiiiiiii i 029
 BHI....ooooii 3.7¢9
o Aguadestilada.................ooiiiil 99.0 mL
o GentamiCina..........ooeevivieinieeneenneannn. 1.0mL

Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C

1.2.AGAR BHI MODIFICADO:

e (Caldo BHI modificado.........ccoevveeee..... 99 mL
® Aar Agar.........coiiiiiiiiiiiii e 159
o GentamiCINa.......ooveeeeiueeeeeeeeinaannnn. 1.0 mL

Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C

1.3.AGAR SANGRE MODIFICADO al 10%:

e Agar BHI modificado....................... 90 mL
e Sangre de conejo desfibrinada.............. 10 mL

Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C

Preparacion de MTT (difeniltetrazodio bromuro).
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1.4.Buffer para MTT:

e Solucion A: 200 mL de agua destilada + 2.396 g NaH,PO4.H20

e Solucion B: 200 mL de agua destilada + 2.839 g NaH,PO,

e Solucion bufferada: 32 mL de la solucion A + 172.5 mL de la
solucién B

Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C

1.5.MTT (difeniltetrazodio bromuro)
 MTT. .o e 10 mg
e Solucion bufferada........................ 4 mL

Mantener en refrigeracion a una T° de 4 a 8°C

1.6.Preparacion de SDS al 10%

Alcohol isopropilico........................ 10 mL
SDS . 109
Aguadestilada..................oo 90 mL
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Anexo 2. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en
medio de cultivo BHI bifasico modificado, a 28 °C durante 6 dias.

n° de parasitos x 10°
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Anexo 3. Cultivo y recuento de epimastigotes en camara de Neubauer.

a. Cultivos axénicos de
epimastigotes

b. Recuento de epimastigotes en
cadmara de Neubauer
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Anexo 4. Curva de crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en

sangre de Mus musculus
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Anexo 5. Esquema de la ejecucion del bioensayo in vitro de epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones 5, 25, 50
ug/mL de los extractos crudos de plantulas in vitro y plantas silvestres de
Piper solmsianum.

& 9 10 11 12

OOOOOOOOOOOO
000000000000
000000000000

000000000000
000000000000

000000000000
900000000000

Grupos experimentales.

2B — 4B: 20 pL del parasito + 80 uL de BHI + 50 uL del extracto (50.0 pg/mL)
2D —4D: 20 pL del parasito + 80 puL. de BHI + 50 pL del extracto (25.0 pg/mL)
2F —4F: 20 pL del parasito + 80 pL de BHI + 50 pL del extracto (5.0 pg/mL)

Grupos control:

9C — 11C: 20 pL del parasito + 80 uL. de BHI + 50 puL de BHI.
9E — 11E: 20 pL del parasito + 80 uL. de BHI + 50 pL de DMSO al 1%.

Blancos de estandarizacién:

9B — 11B: 100 pL de BHI + 50 pL del extracto (50 pg/mL).
9D — 11D: 100 pLL de BHI + 50 pL del extracto (25 pg/mL).
9F — 11F: 100 uL de BHI + 50 pL del extracto (5 pg/mL).
9G — 11F: 100 pL. de BHI + 50 pL de BHL
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Anexo 6. Determinacion de la viabilidad in vitro de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, las concentraciones de 5, 25, 50 ug/mL del extracto
crudo de plantulas in vitro y plantas silvestres de Piper solmsianum.

Grupos experimentales.

2B — 4B: 20 pL del parasito + 80 uL de BHI + 50 pL del extracto (50.0 pg/mL)

2D —4D: 20 pL del parasito + 80 pL. de BHI + 50 pL del extracto (25.0 ug/mL)

2F — 4F: 20 pL del parasito + 80 pL. de BHI + 50 pL del extracto (5.0 pg/mL)
Grupos control:

9C — 11C: 20 pL del parasito + 80 uL de BHI + 50 puL de BHIL.
9E — 11E: 20 pL del parasito + 80 uL. de BHI + 50 pL de DMSO al 1%.

Blancos de estandarizacion:

9B — 11B: 100 pL de BHI + 50 pL del extracto (50 pg/mL).
9D — 11D: 100 pLL de BHI + 50 pL del extracto (25 pg/mL).
9F — 11F: 100 pL de BHI + 50 uL del extracto (5 pg/mL).
9G — 11F: 100 uL de BHI + 50 pL de BHL

Interpretacion:

e Pocillos color violeta: presencia de parasito vivo.
e Pocillo color amarillo: ausencia de parasito

54



Anexo 7. Determinacién de la viabilidad in vitro de tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi, las concentraciones de 5, 25, 50 pg/mL del extracto
crudo de plantulas in vitro y plantas silvestres de Piper solmsianum.

Grupos experimentales.

2B — 4B: 20 pL del parasito + 80 uL de BHI + 50 pL del extracto (50.0 pg/mL)
2D —4D: 20 pL del parasito + 80 pL. de BHI + 50 pL del extracto (25.0 pg/mL)
2F — 4F: 20 pL del parasito + 80 pL de BHI + 50 pL del extracto (5.0 pg/mL)

Grupos control:

9C — 11C: 20 pL del parasito + 80 pL de BHI + 50 puL de BHIL.
9E — 11E: 20 pL del parasito + 80 uL. de BHI + 50 pL de DMSO al 1%.

Blancos de estandarizacién:

9B — 11B: 100 pL de BHI + 50 pL del extracto (50 pg/mL).
9D — 11D: 100 uL. de BHI + 50 uL del extracto (25 pg/mL).
9F — 11F: 100 pL de BHI + 50 pL del extracto (5 pg/mL).
9G — 11F: 100 pL de BHI + 50 puL de BHI.

Interpretacion:

e Pocillos color violeta: presencia de parasito vivo.
e Pocillo color amarillo: ausencia de parasito
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Anexo 8. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de 50,

25, 5 ug/mL del extracto de acetato de etilo de plantulas jovenes cultivadas in vitro de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICIONES CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
50 pg/mL | 25 pg/mL | 5pg/mL | 50 pg/mL | 25pg/mL | 5 pg/mL REFERENCIA REFERENCIA
1 0,094 0,098 0,109 0,077 0,066 0,078 0,216 0,067
2 0,097 0,097 0,107 0,076 0,072 0,070 0,231 0,067
3 0,093 0,095 0,101 0,073 0,070 0,070 0,213 0,066
PROMEDIOS 0,095 0,097 0,106 0,075 0,069 0,073 0,220 0,067

Anexo 9. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de 50,

25, 5 ng/ml del extracto de acetato de etilo de plantulas maduras cultivadas in vitro de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

SOLUCION DE BLANCO DE
REPETICION CONCENTRACIONES BLANCO DE MUESTRA REFERENCIA REFERENCIA
50 ug/mL | 25 pg/mL 5 pug/mL 50 pug/mL | 25 pg/mL 5 pug/mL
1 0,079 0,083 0,075 0,074 0,073 0,058 0,136 0,073
2 0,085 0,083 0,083 0,084 0,074 0,067 0,146 0,073
3 0,089 0,084 0,08 0,074 0,076 0,067 0,142 0,072
PROMEDIO 0,084 0,083 0,079 0,077 0,074 0,064 0,141 0,072
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Anexo 10. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de 50,

25, 5 ng/mL del extracto de acetato de etilo de tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICION CONCENTRACIONES BLANCO DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFERENCIA | REFERENCIA
50 yg/mL | 25pug/mL | 5 pg/mL 50 yg/mL | 25pg/mL | 5pg/mL
1 0,076 0,079 0,076 0,071 0,075 0,071 0,217 0,062
2 0,086 0,086 0,096 0,082 0,075 0,069 0,152 0,066
3 0,096 0,082 0,082 0,082 0,072 0,062 0,165 0,073
PROMEDIO 0,086 0,082 0,084 0,078 0,074 0,067 0,178 0,067

Anexo 11. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de 50,

25, 5 ug/mL del extracto de acetato de etilo de hojas de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICION CONCENTRACIONES BLANCO DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFERENCIA REFERENCIA
50 pg/mL 25ug/mL | 5pg/mL | 50 pyg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL
1 0,068 0,078 0,085 0,066 0,072 0,074 0,135 0,072
2 0,079 0,074 0,088 0,067 0,064 0,074 0,137 0,061
3 0,075 0,08 0,09 0,069 0,072 0,074 0,139 0,061
PROMEDIO 0,074 0,077 0,087 0,067 0,069 0,074 0,137 0,064
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Anexo 12. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de 50,

25, 5 ng/mL del extracto de acetato de etilo de grandicina de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICION CONCENTRACION BLANCO DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFERENCIA REFERENCIA
50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL 50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL
1 0,072 0,072 0,078 0,063 0,059 0,058 0,144 0,063
2 0,079 0,076 0,074 0,062 0,058 0,058 0,145 0,064
3 0,059 0,081 0,085 0,059 0,06 0,055 0,145 0,064
PROMEDIOS 0,07 0,076 0,079 0,061 0,059 0,057 0,144 0,063

Anexo 13. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de

5, 25, 50 pg/mL del extracto de acetato de etilo de plantulas jovenes cultivadas in vitro de Piper solmsianum (Lectura a 492

nm).

SOLUCION BLANCO DE
REPETICIONES CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA DE REFERENCIA
REFERENCIA
50 pg/mL 25 pg/mL 5 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 5 pg/mL
1 0,085 0,082 0,09 0,075 0,062 0,058 0,165 0,058
2 0,08 0,079 0,098 0,076 0,065 0,059 0,172 0,05
3 0,083 0,075 0,087 0,073 0,064 0,06 0,166 0,054
PROMEDIOS 0,082 0,078 0,091 0,074 0,063 0,059 0,167 0,054

58




Anexo 14. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de

50, 25, 5 pg/mL del extracto de acetato de etilo de plantulas maduras cultivadas in vitro de Piper solmsianum (Lectura a 492

nm).

REPETICIONES CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFRENCIA REFERENCIA
50 pg/mL | 25 pg/mL Spg/mL | 50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL
1 0,085 0,092 0,094 0,08 0,078 0,067 0,16 0,063
2 0,087 0,089 0,095 0,078 0,079 0,07 0,165 0,064
3 0,092 0,093 0,09 0,081 0,076 0,068 0,163 0,065
PROMEDIOS 0,088 0,091 0,093 0,079 0,077 0,068 0,162 0,064

Anexo 15. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de

50, 25, 5 ug/mL del extracto de acetato de etilo de tallo de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492nm).

REPETICIONES SOLUCION BLANCO DE
CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA DE REFERENCIA
REFRENCIA
50 pg/mL 25pg/mL | Spg/mL | 50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL

1 0,087 0,089 0,095 0,078 0,074 0,071 0,169 0,067

2 0,089 0,091 0,093 0,08 0,076 0,065 0,17 0,069

3 0,086 0,09 0,094 0,079 0,072 0,068 0,165 0,065

PROMEDIOS 0,087 0,09 0,094 0,079 0,074 0,068 0,168 0,067
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Anexo 16. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de
50, 25, 5 pg/mL del extracto de acetato de etilo de hojas de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICIONES CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFRENCIA REFERENCIA
50 pg/mL | 25 pg/mL | 5pg/mL | 50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL
1 0,083 0,088 0,1 0,074 0,07 0,069 0,167 0,066
2 0,082 0,091 0,098 0,075 0,072 0,066 0,17 0,067
3 0,084 0,09 0,093 0,076 0,073 0,067 0,165 0,063
PROMEDIOS 0,083 0,089 0,097 0,075 0,071 0,067 0,167 0,065

Anexo 17. Absorbancias obtenidas del ensayo in vitro de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con las concentraciones de
50, 25, 5 ug/mL del extracto de acetato de etilo de grandicina de plantas silvestres de Piper solmsianum (Lectura a 492 nm).

REPETICIONES CONCENTRACIONES BLANCOS DE MUESTRA SOLUCION DE BLANCO DE
REFRENCIA REFERENCIA
50 pg/mL 25pg/mL | 5pg/mL | 50 pg/mL | 25 pg/mL | 5 pg/mL
1 0,079 0,084 0,085 0,073 0,068 0,066 0,158 0,056
2 0,082 0,08 0,089 0,076 0,068 0,065 0,156 0,06
3 0,083 0,082 0,086 0,075 0,069 0,063 0,16 0,058
PROMEDIOS 0,081 0,082 0,086 0,074 0,068 0,064 0,158 0,058
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