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RESUMEN

La “moringa” posee propiedades terapéuticas que se han comprobado mediante diversos
estudios. Para este estudio se evalué su actividad tripanocida (ante Trypanosoma cruzi,
agente causal de la enfermedad de Chagas) mediante un extracto metanolico de hojas
maduras. Se realizé una prueba in vitro del extracto de “moringa” para determinar actividad
tripanocida. El extracto mostr6 una actividad similar al Benznidazol contra epimastigotes de
la cepa Brenner de T. cruzi en la concentracion de 10mg/mL mostro el 27% de mortalidad
mientras Benznidazol presentdé 26% a la concentracion de 10mM. Se encontraron varios
metabolitos secundarios en el extracto, incluidos terpenoides, saponinas, antraquinonas,
flavonoides y compuestos fendlicos. Aunque los resultados son prometedores, se sugiere
realizar mas estudios con otras cepas de paréasitos y estudios complementarios para validar

los resultados.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es reconocida como una de las enfermedades tropicales mas
desatendidas en el mundo, asociadas a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda, con
millones de personas alrededor del mundo en riesgo de adquirir la enfermedad (Cedillos, R.
Sasagawa, E. Romero, E. Ramos, 2011). En El Salvador muchas familias no poseen acceso
a saneamiento y habitan en condiciones de hacinamiento (Rodrik & Kennedy, 2008); lo cual
facilita el desarrollo y reproduccion de las chinches (Triatoma dimidiata), vectores de la
enfermedad de Chagas. Dicha enfermedad tiene especial interés para la comunidad cientifica
debido al impacto multifactorial y existe un especial interés en el desarrollo de farmacos

seguros que conlleven a una mejor calidad de vida para los pacientes.

Se utilizan Gnicamente dos farmacos (Nifurtimox y Benznidazol), ambos poseen eficacia
limitada pues son ineficientes para tratar la enfermedad en estado crénico y producen efectos
adversos como vomito, anorexia, dermopatias alérgicas, insomnio, linfoadenopatias, dolor
muscular, depresion de la médula espinal (Valencia et al., 2014), por lo que es necesario
desarrollar tratamientos asequibles, de administracion en periodos cortos, con mayor
efectividad en los diferentes estadios del parasito (T. cruzi), se necesitan farmacos con
mejores indices de selectividad y menores efectos colaterales (Bernacchi et al., 2002). Esto
ha dado lugar a numerosos estudios sobre la relacion de efectividad tripanocida con respecto
a principios activos extraidos de plantas y su actividad en el desarrollo y sobrevivencia de

tripomastigotes de T. cruzi.

La busqueda de tratamientos alternativos para diversas enfermedades ha abierto camino al
estudio de plantas con potencial terapéutico. Moringa oleifera, cominmente llamada
“moringa” 0 “teberinto”, posee diversos usos etnobotanicos como actividad antifungica,
antiparasitaria (Asensi et al., 2017), bactericida (Talreja, 2010), agro fertilizante (Canett R,
Arvayo K, 2014), permite el mejoramiento del sistema inmunoldgico (Monteiro et al., 2021),
posee actividad nutricional (Moyo et al., 2011; Muhammad et al., 2016), entre otros. Desde
afios atras se estan desarrollando investigaciones cientificas para validar los usos populares,

mediante estudios fitoquimicos (Cabrera-Carrion etal., 2017; Monteiro etal., 2021),
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toxicoldgicos (Ambi et al., 2011a; Aremu et al., 2018), farmacoldgicos (Kou et al., 2018; A.

Kumar et al., 2019), in vitro (Lugman et al., 2012), inmunoldgicos (Eze, 2013), entre otros.

Es necesario comprender la farmacocinética y farmacodinamia de los tratamientos
antiparasitarios sintéticos con el fin de emular sus actividades y desarrollar tratamientos
naturales (a base de “moringa”), seguros, asequibles y viables para tratar la infeccidon por
Trypanosoma cruzi; por ello en este estudio se evaluo la actividad tripanocida de un extracto

metanodlico de “moringa”.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad tripanocida del extracto metandlico
obtenido a partir de las hojas maduras de Moringa oleifera “moringa” en condiciones de
laboratorio, mediante una prueba in vitro para determinar su uso como medicamento

alternativo y/o complementario de la enfermedad de Chagas.
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2.

OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar la actividad Tripanocida del extracto metandlico de hojas maduras de

Moringa oleifera “moringa” (Lam).

2.2 Especificos

Identificar la actividad tripanocida del extracto metanolico de hojas maduras de

Moringa oleifera “moringa”.

Comparar la actividad tripanocida del extracto metandlico de hojas maduras de
Moringa oleifera “moringa” versus Benznidazol (fa&rmaco de referencia para la

enfermedad de Chagas), mediante ensayo de viabilidad celular.

Determinar los componentes activos de Moringa oleifera “moringa” mediante un

estudio fitoquimico.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades

Las enfermedades desatendidas afectan a los grupos vulnerables de las clases
socioecondémicas mas bajas que tienen acceso limitado a la atencion médica y viven en areas
rurales remotas en paises tropicales/subtropicales de ingresos bajos y medianos o en areas

urbanas de paises endémicos y no endémicos.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zoonosis producida por un
protozoo tripanosomatido llamado Trypanosoma cruzi; dicha enfermedad es transmitida a un
amplio rango de animales domésticos y salvajes por insectos hematofagos de la
subfamilia Triatominae con mas de 156 diferentes especies de insectos triatominos vectores
conocidos como chinches (Dye-Braumuller et al., 2021); estos adquieren el parésito al
succionar sangre de seres humanos o animales con parasitos circulantes. Entre los reservorios
identificados se encuentran armadillos, tacuacines, ratones, ratas, ardillas, murciélagos
fruticolas, perros, gatos, burros y cerdos; algunos de estos mamiferos domésticos estan en
contacto directo con los vectores (chinches) y permanecen en la habitacion humana por lo
que incrementan la posibilidad de contagio. (Jiménez-Coello et al., 2012) (Figura 1).

La enfermedad de Chagas es considerada el problema mas grave dentro de las enfermedades
parasitarias en América Latina con un impacto socioeconémico mayor a los efectos
combinados de todas las otras infecciones parasitarias, esto es debido a su prolongada
cronicidad, al ser considerada dentro de las primeras causas de enfermedad y mortalidad
parasitaria (Rassi et al., 2010) y su costo econémico estimado de US $ 1.200 millones al afio
solo en América Latina (Bruce L; M Bacon, Kristina; Bottazzi, 2013) (Moreno, 2017). La
carga economica tiene un costo global de aproximadamente $7 mil millones de la atencion
sanitaria. En los paises endémicos, una persona con la enfermedad de Chagas representa un
costo aproximado de $3500 a lo largo de su vida en gastos de asistencia médica y se calcula
que un paciente pierde lo equivalente a mas de tres afios de vida productiva en funcion a su
afeccion (Chaves et al., 2017).
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CONDICIONES
DE VIVIENDA

Figura 1: Condiciones de vivienda donde puede ser encontrado el vector de la enfermedad de
Chagas, Triatoma dimidiata. A: aves y sus nidos (lugar habitual donde puede encontrarse
“chinches”) B: casa de bahareque, en sus grietas habitan las chinches C: mascotas, reservorio del
parasito, también pueden padecer la enfermedad de Chagas D: cocina comln en casa rural E: pante
de lefia F: “chinche” Triatoma dimidiata, vector del pardsito Trypanosoma cruzi. Fotografias
propias.

3.2 Vector: Triatoma dimidiata

Los vectores del parasito T. cruzi son conocidos cominmente como triatominos, insectos
hematofagos del orden hemiptera (chinches), familia Reduviidae, conocido comdnmente
como “chinche besucona” (tabla 1) y se encuentran distribuidos geograficamente en diversas
zonas (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) (Sosa-Estani & Segura, 2015). Enp
aises de América Central como Nicaragua, Honduras y Guatemala donde Rhodnius prolixus ha
sido eliminado, T. dimidiata se ha convertido en el principal objetivo por erradicar. Actualmente
en El Salvador el Unico vector es la chinche Triatoma dimidiata. Una de las particularidades de
esta especie, es que sus ninfas se camuflan con la tierra en el suelo de las viviendas (Moreno,
2017).
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Tabla 1. Clasificacién taxondmica de Triatoma dimidiata.

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Reduviidae
Género: Triatoma
Especie: dimidiata

@ R prolixus
_) T infestans

@ P megistus

@ T dimidiata

@ T pallidipennis

() T infestans - P. megistus
@ R prolixus - T. dimidiata
Z3 T brasiliensis

¥

Figura 2. Distribucion de los principales vectores de Trypanosoma cruzi en el continente
americano (Sosa-Estani & Segura, 2015).
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3.3 Agente etiologico: Trypanosoma cruzi.

El agente causal de la enfermedad de Chagas es el parasito Trypanosoma cruzi; tiene un
ciclo de vida complejo que involucra la infeccion de vertebrados y la transmision por insectos
vectores. Este parasito pasa por 3 estadios morfoldgicos principales (Figura 3). Se describen

a continuacion (Cura, 2014):

Tabla 2. Clasificacion taxondmica del parasito Trypanosoma cruzi.

Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora
Sub-phylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Sub-orden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Subgénero: Schizotrypanum
Especie: cruzi

e Epimastigote: presenta forma elongada (20 - 40 x 2 um) con el origen del flagelo
proximo y por delante del nucleo. Este estadio se desarrolla en el vector y en cultivos
axénicos, y constituye una de las formas proliferativas del parasito. Es la forma que
mas facilmente se cultiva “in vitro”.

e Tripomastigote: presenta forma elongada (20 - 25 um) con el kinetoplasto situado
por detras del nacleo. El flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado del
cuerpo, se libera por el extremo anterior, y crea la imagen de una membrana
ondulante. Es la forma infectiva y no tiene capacidad replicativa. Este estadio se
encuentra en la circulacién del mamifero (Tripomastigote circulante) y en la ampolla

rectal del vector (tripomastigote metaciclico).
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e Amastigote: presenta forma esférica u ovalada (2 - 4 um), que carece de flagelo libre.
Es el estadio de localizacion intracelular y replicativo en el mamifero.

Cuando un triatomino infectado ingiere sangre de huéspedes humanos susceptibles, produce
deyecciones (defeca). El prurito ocasionado por la picadura del insecto induce al individuo a
rascarse; son estos tripomastigotes metaciclicos encontrados en las heces del vector los que
ingresan al huésped vertebrado a través de las micro laceraciones generadas por la comezon

0 a traves de las mucosas (Sanabria, 2015).

Vector Epimastigotes

Tripomastigotes
metaciclicos en heces

Circulacién sanguinea

Piel o mucosa
Tripomastigotes sanguineos

Amastigotes
A

Nido de amastigotes

V)

‘|||H||1||A
Wi

VYT

At
iy

LI
LT

M

Figura 3. Ciclo de vida y formas de T. cruzi. Durante la succion de sangre, el vector infectado
deposita sus heces conteniendo formas tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi sobre la piel o

mucosas (a). Las mismas penetran por heridas (b), infectan a la célula hospedera, se diferencian a
formas amastigotas y se multiplican (c). Posteriormente, se diferencian a formas tripomastigotes,

que se vuelven al torrente sanguineo (e, f), que pueden formar nidos en los tejidos (g,
rediferenciandose a amastigotes replicativos) o ser succionados durante la alimentacién de un nuevo

vector, cerrando el ciclo de vida (h)(Cura, 2014).
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T. cruzi es genéticamente diverso y comprender la estructura poblacional de este parasito es
importante debido a su asociacion con la transmision y los ciclos de la enfermedad.
Actualmente, T. cruzi se divide en seis unidades de tipificacion discretas (DTUs), Tcl-TcVI,
con diferente prevalencia segun a la region geogréafica. La DTU Tcl prevalece en entornos
domeésticos que tienen un mayor riesgo de transmision por medio del vector; la infeccion
humana con Tcl se concentra en el norte de América del Sur y en Centroamérica, y se asocia
con la miocardiopatia chagésica, mientras que las DTU Tcll, V' y VI prevalecen en el sur de
Ameérica del Sur (Figura 4) (Zingales et al., 2012).

Figura 4. Distribucién geografica aproximada de las UTD de T. cruzi en los ciclos de transmision
domeéstico y selvatico (Zingales et al., 2012)

3.3.1 Epidemiologia
Se calcula que cerca de 70 millones de personas alrededor del mundo estan en riesgo de

infectarse y hay un promedio de 30 mil casos nuevos anuales por todas las formas de
transmision (World Health Organization., 2015). Se estima que, del total infectados,
aproximadamente 50,000 moriran cada afio (Sasagawa et al., 2014a). Segun estimaciones, 12
millones de personas tienen la enfermedad de Chagas, de esas personas aproximadamente

entre un 20 y un 30% desarrollara la enfermedad grave (Murcia et al., 2013).
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En los paises endémicos, una persona con la enfermedad de Chagas representa un costo
aproximado de $3500.00 a lo largo de su vida en gastos de asistencia médica y se calcula que
un paciente pierde lo equivalente a méas de tres afios de vida productiva en funcién a su
afeccion (Chaves et al., 2017).

La migracion rural-urbana ha cambiado la epidemiologia de la enfermedad de Chagas. En
los Gltimos decenios, el nimero de donantes con serologia positiva ha sido muy elevado en
los paises endémicos; dicha transmision no se limita a los paises en los que la enfermedad es
endémica; por lo tanto, la migracion de personas infectadas por T. cruzi plantea un problema
de salud publica, incluso en paises en los que no hay transmision vectorial del parasito. La
(Figura 5) muestra la dimension de la expansion de la infeccion por T. cruzi en paises no
endémicos debida a las migraciones de individuos infectados (Schmunis, 2007), en el caso
de la region Centroamericana, El Salvador presenta las tasas mas altas de casos agudos, segun
un estudio realizado entre los afios 2000 al 2017 como se puede ver en la (Figura 6) donde se
presenta un mapa de la prevalencia de la enfermedad, indicando un 1.3% de prevalencia para
El Salvador en contraste al menor porcentaje de la region de 0.2% para Costa Rica (Peterson,
Yoshioka, et al., 2019).

Canada 2001 Espaiia 2006: > 1 million Europa 1985-1992 ﬁ_
216,975 Legal 640,000 250,000 e

g _

D
Japan 199C
150,000

Japan 1994
250,000

UA X
Hasta 1989: 2,459,000
30's: legal 7,036,000

1asta 2005: legal
1,486,643

Vo documentados
2000: 5,6 milliones

Australia 1990
‘ 80,000
Australia 2005-2006

2006: 8,9 milliones 65,707 49‘,,-9
e n_F—;:—;,J_ ';E_;
. =l —
—N
» 14.000.000 sy 100.000-300.000 — MENOS DE 20.000
———f. 300.000-000.000 ———— 70.000-99.000 Aaotada de Schmanis. G. 2007

Figura 5. Flujo de migraciones de América Latina hacia regiones no endémicas para la enfermedad
de Chagas (Schmunis, 2007).
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Figura 6. Mapa de prevalencia de la enfermedad Chagas en Centroamérica (WHO, 2015).

3.3.2 Epidemiologia en El Salvador
Segun datos del MINSAL, la enfermedad de Chagas constituye un problema importante de

salud publica debido a la frecuencia de casos agudos usualmente asintomaticos y casos
cronicos que se manifiestan por miocarditis chagasica, paro cardiaco y la muerte (Cedillos,
R. etal., 2011).

Una investigacion realizada en El Salvador estim6 que un 39% de la poblacion se encontraba
en riesgo de adquirir la enfermedad de Chagas debido a las condiciones de las viviendas
(Cedillos, R. et al., 2011). Para el periodo de 2001-2012 el MINSAL report6 731 casos
agudos; sin embargo, se dificulta realizar estimaciones concretas sobre el total de personas
infectadas debido que solo del 1-2% de los portadores presentan sintomas (Sasagawa et al.,
2014a).
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Otra investigacion realizada en el periodo del 2001 al 2011, donde
se analizaron 885.187 muestras de sangre recolectadas en los
bancos de sangre del MINSAL, Cruz Roja, Instituto Salvadorefio
del Seguro Social y el Hospital Militar; se encontraron 21.693
casos de infecciones relacionadas con transfusiones de sangre
(Sasagawa et al., 2014b); otro estudio reportd que hasta el afio
2011 habian 232,000 habitantes infectados y se reportaron 2500
casos nuevos por transmision vectorial por el vector Triatoma
dimidiata con una tasa de prevalencia anual de 3,372 (Cedillos, R.
et al., 2011); (Figura 7).

Figura 7. Triatoma dimidiata.

En el afio 2012 se recolectaron 94,494 muestras provenientes de los bancos de sangre, de las
cuales 1,431 dieron positivo a la infeccidon de Chagas, lo cual corresponde al 1.5%, es decir,
el doble de la prevalencia de sifilis, o que indica que el indice de la enfermedad de Chagas
en El Salvador es el més alto en Centro América y sobrepasa a la de VIH, hepatitis By Cy
sifilis (Raquel, Pefate; Katty, 2013) y es el principal motivo de descarte de unidades de
sangre en los bancos de sangre (Rodriguez & Cisneros, 2016). En El Salvador existe un
Programa Nacional de control de la enfermedad pero se enfocan mayormente en erradicar el
vector (Triatoma dimidiata “chinche picuda) y mejorar el diagnéstico temprano de la
enfermedad mediante cribado en bancos de sangre; a pesar de ello no se cuenta con un
programa eficiente para abastecer el medicamento (benznidazol), el cual no es de venta libre
y es distribuido Unicamente por MINSAL a través de las Unidades de Salud, dicha entidad
no posee la capacidad de suplir la demanda del tratamiento para los pacientes diagnosticados
con Chagas. En la actualidad, en El Salvador se utiliza unicamente el benznidazol como
tratamiento y éste presenta diversos problemas latentes como la toxicidad del farmaco
tripanocida reflejado mediante los efectos secundarios visibles en la mayoria de los pacientes;

ademas del desarrollo de resistencia por parte de los parasitos.
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Figura 8. Seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en El Salvador (Banco de sangre, donaciones
de sangre por departamento) (Sasagawa et al., 2014b).

3.4 Transmision
3.4.1 Transmision vectorial
Es el mecanismo méas comun para la adquisicion de T. cruzi (Rassi et al., 2010). En esta via

de transmision los parasitos presentes en las heces del insecto hemat6fago penetran por la
herida que causa la picadura, por lesiones en la piel o por las mucosas de ojos, boca 0 nariz
(Cura, 2014).

3.4.2 Transmision por transfusion sanguinea.
La poblacion de riesgo esté constituida, principalmente, por los individuos poli-transfundidos

(pacientes hemofilicos y sometidos a dialisis) (Cura, 2014).

3.4.3 Transmisién materno-fetal o vertical.
Da lugar a la infeccidn congénita; una embarazada puede transmitir el parasito en cualquier

estadio de la infeccion y en cualquier momento del embarazo (incluso durante el parto) y en

sucesivos embarazos (Garcia-bujalance & Gastariaga, 2013).
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3.4.4 Transmision oral
Es producida por el consumo de alimentos contaminados con triatominos o sus heces, o por

la ingestion de carne cruda de hospedadores mamiferos infectados. Se considera que esta via
es causante de la enfermedad de Chagas cuando se demuestra méas de un caso agudo de
enfermedad febril vinculada a un alimento sospechoso, en ausencia de otra causa aparente
(Cura, 2014).

3.5 Fases de la enfermedad de Chagas.
La enfermedad de Chagas se caracteriza por tener 3 fases que pueden ser diagnosticada por

medio de diversas técnicas. Las fases de la enfermedad son:

3.5.1 Fase aguda
Segun los lineamientos técnicos para la prevencion, vigilancia y control de enfermedades

transmitidas por vectores de El Salvador; se debe considerar en fase aguda de la enfermedad
a toda persona con fiebre de grado variable, acompafiado de malestar general,
hepatoesplenomegalia y linfadenopatia, con presencia o no de reaccién inflamatoria en el
sitio de la infeccion “Chagoma”, edema unilateral de ambos parpados “Signo de Romafia”,
y antecedente de haber estado expuesto a los factores de riego, picadura de chinche, o con
una primera prueba parasitologica positiva (Ministerio de Salud de El Salvador, 2020).
Comprende desde el momento de la inoculacién del parasito hasta cuatro meses posteriores
y tiene presencia de una elevada parasitemia. Posee una tasa de letalidad del 2 al 7%; puede
presentarse con manifestaciones sistémicas comunes a otras enfermedades como fiebre,
edema, adenopatias, hepatomegalia y esplenomegalia. La fiebre es frecuente, irregular, pero
puede ser continua y alta. Se acompafia de anorexia, astenia, mialgias, cefalea v,
ocasionalmente, artralgias. El cuadro febril suele persistir por un periodo de dos a cuatro

semanas (Cura, 2014).

3.5.2 Fase cronica asintomatica o indeterminada
Se caracteriza por una baja parasitemia y por la presencia de anticuerpos de clase IgG anti-

antigenos de T. cruzi detectables con facilidad y ausencia de signos y sintomas (Kasper et al.,
2016). Aproximadamente, un 70% de los pacientes permanece en dicha fase durante toda su

vida con examenes radiograficos y electrocardiograficos normales (Cura, 2014).
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3.5.3 Fase cronica
Los pacientes en dicho estado pueden poseerlo en un lapso de 10 a 30 afios hasta presentar

manifestaciones clinicas como problemas cardiacos, digestivos o ambas que pueden producir
incluso la muerte. Un 75 % de los pacientes desarrolla problemas cardiacos, 25% presentan
megacolon o megaesdfago y la forma neuronal es menos frecuente y se asocia a estados de
inmunodepresion como por ejemplo la coinfeccion con VIH/SIDA o tratamiento con
inmunosupresores (Garcia-bujalance & Gastafiaga, 2013).

3.6 Diagnaostico
3.6.1 Examinacion al microscopio
Se realiza buscando la motilidad del parésito en la sangre no coagulada del paciente, y es

viable solo en la fase aguda, cerca de 2 semanas posterior a la picadura del triatomino; dicha
técnica permite la deteccion en mas de 60% de los casos en dicha fase; y para facilitar la
observacién del parasito microscopicamente en un frotis sanguineo se puede utilizar la

tincién de Giemsa.

3.6.2 Microhematocrito
Es una técnica utilizada para el diagndstico de Chagas cuando se dispone de poca cantidad

de sangre. En la interfase entre los hematies y el plasma se encuentra la capa leucocitaria en
la que se pueden observar los movimientos de los parésitos. Si la observacion la realiza

personal experto la sensibilidad puede ser de un 85 % (Flores-Chavez et al., 2009).

3.6.3 Prueba de Strout
Consiste en concentrar los parasitos en muestras de sangre de los pacientes. Se realiza una

observacion del sedimento en fresco o bien después de realizar un frotis y tefiirlo con Giemsa
(Flores-Chavez et al., 2009).

3.6.4 Serologia
Existe un amplio numero de pruebas seroldgicas para el diagnostico de la enfermedad de

Chagas, se diferencian entre si por el principio de la técnica o los antigenos que utilizan. Los
tests convencionales son los que emplean como antigeno la totalidad del parasito. La prueba
IgG se basa en la determinacion de inmunoglobulinas especificas de la clase G totales IgG

anti-T. cruzi; otras pruebas son inmunofluorescencia indirecta (IFI): permite determinar la
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presencia de anticuerpos anti T. cruzi mediante una reaccion antigeno-anticuerpo;
hemoaglutinacion indirecta (HAI): reaccion de globulos rojos sensibilizados con T. cruzi que
entran en contacto con anticuerpos especificos del parasito que produce o no aglutinacion;
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA): permite observar anticuerpos anti-inmunoglobulinas

ligados a enzimas (Ministerio de Salud de El Salvador, 2020).

3.6.5 PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
La prueba es utilizada por su especificidad y sensibilidad por lo que puede utilizarse en

cualquier fase de la enfermedad sin importar si hay baja parasitemia. La PCR utiliza
cebadores los cuales permiten la replicacion de la cadena de ADN; en el caso de Chagas se
utilizan cebadores para su diagnostico; entre algunos se encuentran TcZ1/TcZ2 las cuales
amplifican el fragmento de 195 pb del ADN satelital con una banda de 188pb, y los cebadores
S35/S36 y 121/122, que amplifican segmento de region variable del ADN del kinetoplasto
con una banda de 330 pb. Se aplica tanto a ADN obtenido de cepas en cultivo como al
extraido a partir de vectores infectados natural y experimentalmente (Silber etal., 1997),
dicha técnica permite conocer la variabilidad genética entre cepas del parasito.

3.7 Tratamiento
La farmacoterapia actual para la enfermedad de Chagas se limita escasamente a dos

farmacos; el nifurtimox y el benznidazol ambos con efectos secundarios (Brunton, L. et al.,
2019); ambos farmacos son nitros heterociclicos: el benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol
acetamida) y el nifurtimox (3-metil-4-(5’nitrofurfurilidenamina)-tetrahidro-4H-1,4-tiazi na-
1,1-dioxido) (Cancado, 1999). El grupo nitro de ambos farmacos antichagéasicos es reducido
a radicales libres 0 metabolitos electrofilicos por la citocromo P450 y microreductasas

relacionadas de T. cruzi (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

A través de los afos se han desarrollado farmacos antichagasicos de prueba con diferentes
vias de accion, los cuales se enlistan a continuacion:
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Tabla 3. Listado de farmacos y sus mecanismos de accién que actlan sobre amastigotes de T. cruzi
(Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

Farmaco Mecanismo de accion

Alopurinol Inhibidor de la sintesis de proteinas y purinas
[traconazol y Posaconazol Inhibicién de la sintesis de ergoesteral
Butionina-Sulfaximina (BSQ) Inhibe el metabolismo del tripanotion
Cruzipaina, Miltafosina Inhibe las proteasas de cisteina (CPl)

Inhibe la biosintesis de fosfatil colina (PC)
Inhibicién de las metil carboxipeptidas(*)

Alcaloides del boldo y plantas con isoquinclinas  Inhiben la cadena respiratoria

Nifurtimox Produccion de radicales libres: aniones super éxido, perdxido de hidro-
geno y metabolitos electrofilicos

Benznidazol Inhibe la sintesis de proteinas y la cadena respiratoria|

3.7.1 Compuestos nitros heterociclicos

El tratamiento basado en Nifurtimox (Laboratorio Bayer), fue aprobado para el uso contra la
enfermedad de Chagas en el afio 1965 (Werner Apt B. et al., 2008); actla en la via de
reduccién del grupo nitro para generar radicales nitroanion, los cuales reaccionan para
producir metabolitos reducidos de oxigeno altamente toxicos para T. cruzi; mientras que el
benznidazol (Laboratorios Roche en 1972, Rochagan® y Radanil®) actla en la via de un
mecanismo de estrés reductivo, el cual involucra la modificacion covalente de
macromoléculas por intermediarios de nitro reduccion (Apt, 1999). Los radicales libres
derivados del nifurtimox pueden seguir un proceso de oxidorreduccion ciclico en presencia
de oxigeno originando H.O.por la accién previa de la dismutasa superdxido (SOD). El
oxigeno producido, los radicales libres y metabolitos electrofilicos se unen a macromoléculas
intracelulares dafiandolas. En el parésito, el tripanotion (T(SH)2) y glutation (GSH)
neutralizan los metabolitos derivados del nifurtimox y benznidazol mediante conjugacion
originando conjugados farmacos-tiol que posteriormente son metabolizados hacia
mercapturatos en el hospedero mamifero. Los radicales libres son neutralizados por
oxidacion de GSH o T(SH).reducidos. La tripanotion reductasa reduce a la tripanotion
oxidada (T(S)2) (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011); a continuacién, se presenta el

mecanismo de accién de ambos farmacos (Figura 9).
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Figura 9. Rol del glutation y tripanotién en el metabolismo de los fArmacos antichagasicos nifurtimox
y benznidazol (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

Los protozoarios poseen diferentes vias metaboélicas esenciales ausentes en los seres
humanos, lo cual representan blancos farmacoldgicos ideales. Es el caso de la via del
tripanotion y la tripanotion reductasa son sistemas Unicos en los protozoos kinetoplastidos
que reemplazan el glutation y la glutation reductasa intracelular, mecanismo principal del
sistema tiol-redox (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011), desempefia actividades protectoras
contra el estrés oxidativo, mediante la renovacién del NADPH dependiente de especies de

tiol.

Los compuestos oxidativos son producidos por la enzima superdxido dismutasa, la cual es
responsable de la reduccién de los grupos nitro; dichos radicales en presencia de hierro
forman un fuerte radical hidroxilo oxidante e incrementan la produccion de especies reactivas
de oxigeno, que generan un estrés oxidativo en el parasito; sin embargo, el efecto oxidativo
nocivo generado por estos compuestos no se limita al parasito, sino que afecta en igual
proporcién a las células de los mamiferos, lo que produce efectos adversos de estos

medicamentos (Sanchez et al., 2016).
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3.7.2 Inhibidores del ergoesterol

Varios compuestos de azol se han utilizado con éxito en medicina humana y veterinaria.
Estos farmacos interfieren con la sintesis de esteroles y, junto con otros compuestos
nitrogenados heterociclicos, pertenecen al grupo de farmacos que inhiben la sintesis de
ergosterol. T. cruzi contiene ergosterol, cuya sintesis es bloqueada por agentes antifingicos
sin afectar al huésped humano que contiene colesterol. El colesterol difiere del ergosterol por
la presencia de 24 grupos metilo y dobles enlaces en A7y A22. Las tres enzimas que permiten
la metilacién y los dobles enlaces del ergoesterol no tienen contrapartida en los mamiferos

con relacién a la sintesis de colesterol (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

Varios productos azolicos se han estudiado como tratamientos para la enfermedad de Chagas,
como el ketoconazol, itraconazol, fluconazol y posaconazol (Werner Apt & Inés Zulantay,
2011). Los mecanismos de accion de los azoles incluyen el blogueo de la sintesis de
ergosterol, el cual es un compuesto esencial para la supervivencia del parasito, a través de
enlaces covalentes u otras interacciones entre intermediarios nitroreductores y otros

compuestos celulares. (Sanchez et al., 2016).

El itraconazol y ketonazol inhiben la sintesis del ergosterol de T. cruzi; los antimicoticos
evitan su sintesis y no afectan el huésped humano que tiene colesterol. Inhiben la citocromo
P450 dependiente de la lenosterol 14 de metilasa, con lo cual disminuye la sintesis de
ergosterol (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

Itraconazol: es un derivado sintético del imidazol. Estudios realizados en adultos
demostraron una eficiencia en 20% de los casos, con 50% de mejoria de las alteraciones
electrocardiograficas. Debe ser usado por periodos prolongados. Produce reacciones
adversas de tipo idiopaticas, como la insuficiencia hepatica, las que deben ser monitorizadas
(2008).

Alopurinol: Inhibidor de la sintesis de purinas; no es eficaz en el tratamiento de la fase aguda.
Se ha usado en pacientes sometidos a trasplante cardiaco con buena tolerancia. No se ha
empleado en nifios (Werner Apt B., et al 2008).
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3.7.3 Farmacos naturales.
Los farmacos extraidos de plantas o sintetizados a partir de prototipos vegetales constituyen

una excelente opcidn, ya que ofrecen una importante plataforma para identificar y desarrollar
drogas sinérgicas contra enfermedades de génesis compleja como el Chagas (Dancey &
Chen, 2006). Algunos productos bloquean la cadena respiratoria del parasito como los
alcaloides del “boldo” (arbusto de la familia Monimiaceae) y naftoquinonas extraidas de
Calceolara sessilis; otros inhiben la respuesta del T. cruzi mediante estrés oxidativo
originando radicales superdxido. Los triterpenos de Arrabidae triplenervia y sus derivados,
asi como diterpenos, la komariviquinone y terpenoides aislados de Pinus oocarpa, poseen
accion sobre epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi; sin embargo, en la mayoria no se
conoce el mecanismo de accién de estos productos. Gran parte de ellos tienen efecto sobre
epimastigotes y otros sobre amastigotes de cultivos. Ninguno se ha utilizado en estudios
clinicos. (Werner Apt & Inés Zulantay, 2011).

3.7.4 Dosis
La dosis oral recomendada para el benznidazol es de 5 a 7 mg/kg/ dia en 2 o0 3 tomas durante

60 dias en adultos; en nifios de 1 a 10 afios se administran 10 mg/kg de peso al dia en 2 dosis
durante 60 dias. En el tratamiento con nifurtimox, la dosis diaria aconsejada para el adulto es
de 8 a 10 mg/kg, para los adolescentes es de 12,5 a 15 mg/kg y para los nifios de 1 a 10 afios
es de 15 a 20 mg/kg. El farmaco se administra por via oral en 4 tomas diarias durante 90 a
120 dias (Murcia et al., 2013).

En El Salvador el tratamiento debe administrarse bajo los lineamientos descritos en los
“Lineamientos Técnicos para la Prevencién, Vigilancia y Control de Enfermedades
transmitidas por vectores y zoonosis”, de acuerdo con la cual, la duracién del tratamiento
debe ser de sesenta dias y debe suministrarse en todos los casos agudos; en 1os casos cronicos
debe realizarse una evaluacion clinica previa al tratamiento; en ambos casos el medico debe
informar el riesgo de la aparicion de efectos secundarios (Ministerio de Salud de El Salvador,
2020)

El tratamiento aprobado por el MINSAL es Nifurtimox o Benznidazol en el segundo o tercer
nivel de atencion segun su disponibilidad; el medicamento debe ser estrictamente

supervisado; previo al inicio del tratamiento se debe solicitar examen de hemoglobina,
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hematocrito, leucograma, plagquetas, nitrégeno ureico, creatinina, proteinas séricas,
aminotransferasas, bilirrubina, examen general de orina y radiografia de térax; las dosis se

presentan en las siguientes tablas (Ministerio de Salud de El Salvador, 2020):

Tabla 4. Tratamiento con Benznidazol en El Salvador.

Benznidazole (Tableta de 100 miligramos)

Etapas de Vida Dosis

5 — 10 mg/kg/dia (divididos en dos dosis)

Nifios hasta 12 afios Cada 12 horas por 60 dias

5 — 7 mg/ke/dia (divididos en dos dosis)
Adultos Cada 12 horas por 60 dias
(Daosis maxima 400 mg/dia)

Tabla 5. Tratamiento con Nifurtimox en El Salvador.

Nifurtimox (Tableta de 120 miligramos)
Dosis

Etapas de vida

15 = 20 mg/ke/dia (divididos en tres dosis)

Nios (menores 40 kg) Cada 8 horas por 60 dias

12.5 - 15 mg/ke/dia (divididos en tres dosis)

. “scentes 0 kg
Adolescentes (40 - 60 kg) Cada 8 horas por 60 dias

8 — 10 mg/kg/dia (divididos en tres dosis)

Adultos (mayores 60 kg) Cada 8 horas por 60 dias

3.7.5 Efectividad del tratamiento
Es importante mencionar que la efectividad del tratamiento puede verse afectada por: fase de

la enfermedad, con 70% de los pacientes considerados recuperados en la fase aguda y s6lo
20% en la fase cronica; estado fisiologico, inmunoldgico, edad de los pacientes, efectos
colaterales de los medicamentos, falta de cumplimiento del tratamiento y expresion de
resistencia a los compuestos por parte del parasito (Lopes Antufiano, 1997); hay informacion
que indica que la eficacia de estas drogas varia segun el area geogréafica, con T. cruzi |
predominando en Ameérica Central y norte de Sur América 'y T. cruzi Il en el resto de Sur
América y probablemente debido a diferencias en la susceptibilidad de la droga entre

diferentes cepas de T. cruzi (Mufioz A., Santaniello A., Pereira A., Yannuzzi J., 2012).

Se han utilizado diversas dianas moleculares para tratar de identificar potenciales moléculas

con propiedades antiparasitarias; por ello se han desarrollado diversos estudios sobre la
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eficacia de la terapia tripanocida que indican una alta tasa de efectos secundarios; alrededor
de 30% de los pacientes infectados cronicamente tratados con benznidazol muestran algun
efecto secundario y 16% de los tratamientos se descontintan por esa razon (OMS, 2005). El
itraconazol, otro agente evaluado en un experimento clinico, posee un mejor perfil de

seguridad, pero un efecto tripanocida mas debil (Fragata Filho et al., 1993).

3.7.6  Efectos secundarios provocados por el tratamiento
Las propiedades farmacoldgicas como el metabolismo en humanos, mecanismo de accién y

efectos adversos no han sido estudiados en detalle. En especial, la informacion disponible
sobre la farmacocinética en humanos (absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion)
de estas drogas es rudimentaria en el mejor de los casos y virtualmente inexistente en
poblaciones especiales como nifios, ancianos y mujeres embarazadas o lactantes (Arce,
2012).

Se ha evidenciado la aparicion de efectos adversos hasta en el 50% de los pacientes tratados
con benznidazol, siendo la mas frecuente la dermatitis asociada a hipersensibilidad (Sanchez
etal., 2016); otros efectos adversos son: neuropatia periférica, granulocitopenia (Murcia
etal., 2013), erupcion cutdnea que aparece entre los 7-10 dias de tratamiento, edema
generalizado, fiebre, adenopatias, mialgia, artralgia, depresion de la médula 6sea con
trombocitopenia, purpura, polineuropatia, parestesia y polineuritis periférica (Werner Apt B.,
et al., 2008); y algunos de los efectos secundarios habituales del nifurtimox son: dolor
abdominal, anorexia, nausea, vémito y pérdida de peso; las posibles reacciones neurolégicas
son: inquietud, desorientacion, pérdida de memoria, insomnio, espasmos, parestesias,
polineuritis, convulsiones, que desaparecen al reducir la dosis o suspender el tratamiento
(Murcia et al., 2013), epigastralgia y esta contraindicado en mujeres embarazadas, pacientes

con insuficiencia renal y hepatica (Werner Apt B et al., 2008).

Algunos pacientes tratados con benznidazol muestran un perfil de citoquinas regulado a la
baja, tanto en inmunidad innata como en inmunidad adquirida, lo que demuestra el efecto
inmunomodulador del benznidazol; estas citoquinas proinflamatorias tienen un papel
fundamental en la aparicion de las complicaciones de la parasitosis, tales como la miocarditis
(Séanchez et al., 2016).
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3.8 Moringa
3.8.1 Descripcion botanica

Es una de las 13 especies identificadas de la familia Moringaceae perteneciente al

género Moringa (

Tabla 6). Es un arbol caducifolio, presenta rapido crecimiento aproximadamente 3m en su
primer afio, puede alcanzar los 5m en condiciones ideales Es un arbol pequefio 0 mediano,
varia en altura de 5a 10 m. Florece a los siete meses de su plantacidn, sus flores son fragantes,
de color blanco o blanco crema, de 2,5 cm de diametro; posee vainas color marron,
triangulares, de 30 a 120 cm de largo por 1,8 cm de ancho, cada una contiene
aproximadamente veinte semillas incrustadas en la médula; las semillas son de color marrén
oscuro. Se identifica por las hojas pinnadas, vaina larga y lefiosa que al madurar se abre en
tres valvulas que contienen las semillas con tres alas (Olson, 2011). Es un cultivo originario
del norte de la India, que actualmente abunda en todo el tropico, puede ser propagado por
medio de semillas o por reproduccion asexual (estacas), aln en suelos pobres; soporta largos
periodos de sequia y crece bien en condiciones aridas y semiaridas, por lo que se considera
una especie resistente que requieren poca atencion horticola con crecimiento rapido (Folkard
& Folkard 1996) , presenta adaptacion a diferentes condiciones edafo-climaticas, por lo que
constituye una opcion para la alimentacion, sobre todo en los paises tropicales (CONABIO,
s/f); crece mejor bajo el clima insular tropical y es abundante cerca de lechos arenosos de
rios y arroyos; crece bien en los tropicos himedos o las tierras secas calientes, tolera un
amplio rango de precipitaciones, con precipitaciones minimas anuales estimadas en 250 mm

y méximas en mas de 3000 mm y un pH de 5.0-9.0 (Upadhyay et al., 2015).

pag. 34




Figura 10. Flor de “moringa”. Fotografia propia.

Tabla 6. Clasificacion taxondmica de Moringa oleifera Lam

Reino: Plantae
Phylum: Tracheobionta
Sub-phylum: Magnoliphyta
Clase: Magnolopsida
Orden: Dilleniidae
Sub-orden: Capparales
Familia: Moringaceae
Género: Moringa
Especie: oleifera
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3.8.2 Usos etnobotanicos.
La existencia de plantas con potencial terapéutico constituye una alternativa farmacologica

de marcado interés en el tratamiento de muchas enfermedades (Zavala et al., 2010). Segln
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2005) se estima que mas del 80 % de la poblacion
mundial, principalmente de paises en vias de desarrollo, utiliza la medicina tradicional como
parte de su atencion primaria de salud y que gran parte de los tratamientos tradicionales
comprenden el uso de extractos de plantas o sus principios activos.

Fue introducida en América Central en los afios 1920 como planta ornamental; sus
propiedades medicinales se encuentran en los manuscritos hindies que se remontan al afio
150 a.C. Desde 1998, la Organizacién Mundial de la Salud ha promovido la implementacion
de la moringa como una alternativa a los suministros de alimentos para el tratamiento de la

desnutricion (Dominguez, 2017).

Entre los usos medicinales que se le atribuyen se encuentra el tratamiento de enfermedades
de los ojos y de la piel, dolor de cabeza, hemorroides, anti-helmintos, calculos renales, artritis
(V. Kumar, 2013) fiebres de la malaria o fiebres tifoideas, otitis, hiperglucemia, hipertension,
parasitosis intestinales, anemias (Sanjay & Dwivedi, 2015), actividad antihipertensiva,
diurética, hipocolesterolemiante, antiulcerosa, hepatoprotectora, antitumoral, antibacteriana,
también se usa como fertilizante, agente de limpieza, combustible bioldgico (biogas,
biodiesel), clarificador de miel y del jugo de la cafia de azucar, disminuye la genotoxicidad
del arsénico y otros metales pesados, cuyos mecanismos de accidn carcinogénica estan

relacionados con especies reactivas de oxigeno (Bravo, 2016).

En algunos paises de Latinoamérica, se utiliza para tratar gripe, tos, colico, flatulencias,
gastritis, dolor de cabeza, comezon (Velazquez-Zavala etal., 2016), arteriosclerosis,
isquemia, cancer, y cataratas (Verma et al., 2009). En El Salvador es comun encontrar a la
venta en mercados o tiendas de medicamentos tradicionales; capsulas de hojas pulverizadas
de “moringa”, hojas pulverizadas para preparar infusiones, semillas secas para infusiones,
hojas frescas para consumo en ensaladas, planta fresca para cultivo, en la industria cosméticas

para combatir problemas de acné, entre otros usos (Figura 11).
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Figura 11. Diversidad de productos comercializados en El Salvador. (Moringa Oleifera El
Salvador).

3.8.3 Actividad bioldgica de “moringa”.
La actividad antifungica de extractos alcohdlicos de las semillas y las hojas contra

dermatofitos como Trichophyton rubrumy Trichophyton mentagrophytes fue demostrada por
(Chuang et al., 2007); el extracto acuoso de las hojas inhibe el crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus (Walter et al., 2011). Otros estudios han demostrado
que los extractos preparados con hojas, semillas, corteza y flores de la planta tienen actividad
antimicrobiana (Nepolean et al., 2009a); las vainas inmaduras actian como estimulantes
cardiacos y circulatorios, antiepiléptica, antiinflamatoria, antiulcente, antiespasmddica,
antioxidante, antidiabéticas, hepatoprotectoras, antibacterianas, antifingicas; los extractos de
flores poseen actividad antibacteriana contra B. subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae y
anti-antifungica contra C. albicans (Talreja, 2010), el extracto de la cascara de vaina posee
actividad contra S. aureus, S. epidermis, S. thyphimurium y E. coli (Arora et al., 2013)
mientras el extracto etandlico se comprobd que tiene actividad contra aislados de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella typhi, Staphylococcus aureu, y Estreptococo (Nepolean et al., 2009b).
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Un estudio de toxicidad de la fraccion soluble de cloroformo del extracto etandlico de las
raices de “moringa” en ratas Long Evans, resulté con examenes bioquimicos, hematoldgicos
e histopatol6gicos normales, ni presentaron cambios en la estructura celular luego de haberles
administrado intraperitonealmente, el extracto en dosis de 200 mg/kg de peso corporal/dia
durante 7 dias (Nikkon et al., 2009).

Otro estudio sobre evaluacion de toxicidad aguda del extracto etandlico y acuoso de corteza

de “moringa” en ratas Wistar; en la dosis limite de 5000 mg/kg de peso corporal administrada

durante 14 dias, no se observo ningun efecto adverso en el peso corporal y el peso interno
del 6rgano en comparacion con el grupo de control, tampoco hubo alteraciones en los
parametros bioquimicos (Lambole, 2011). La evaluacion de toxicidad del polvo de hojas
secas de “moringa” en ratas albinas Wistar mostré degeneracion y necrosis celular en
muestras de tejido de higado; sin embargo, dichos cambios no se adjudican a las hojas; mas
bien se deben a la presencia de metales presentes en las hojas debido a una posible
contaminacion por la zona de recoleccion de las muestras; por lo tanto el uso de las hojas
secas tanto como alimento y medicina puede continuar siempre y cuando su Uso no sea
prolongado (Ambi et al., 2011b).

Las hojas frescas contienen menos nutrientes en comparacion con las secas; las hojas secas
contienen 17 veces el Ca de la leche, diez veces la vitamina A de las zanahorias, 15 veces el
K de los platanos y 25 veces el hierro de las espinacas, 27,2 % (proteina) o0 0,58-0,73 g de
proteina/g, 5,9 % de humedad, 17,1 % de grasa, 38,6 % de carbohidratos, aminoécidos

esenciales y carotenoides (Muhammad et al., 2016).

A continuacion, se presenta un cuadro resumen con diversos estudios realizados con

diferentes estructuras morfologicas de la “moringa” y los efectos causados (Tabla 7).
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Tabla 7. Actividades biolégicas presentes en “moringa” (Asensi et al., 2017).

Parte del arbol Efecto descrito Tipo de estudio
Semillas Antiinflamatorio en colitis ulcerosa In vivo (rata)

Hoja Antioxidante en esteatosis hepatica In vivo (raton)

Hoja Antioxidante directo ¢ indirecto In vitro (hepatocitos raton)
Corteza Inmunomodulador/antiinflamatorio vascular  In vitro (monocitos humanos)
Hojas Antiinflamatorio vascular In vitro (macréfagos raton)

In vivo (ratdén) e in vitro

Semilla Antioxidante hepatico en dietas grasas (hepatocitos raton)
Semilla Control de la diabetes mellitus tipo | In vivo (rata)
Hoja Control de la diabetes mellitus tipo 2 In vivo (humanos)
Hoja Protector en intoxicacion por arsénico In vivo (ratén)
Hoja Disminuye la fatiga muscular In vivo (ratas)
Semilla y vaina  Antimicrobiano bacterias multirresistentes Cultivo (Gram+ y Gram-)
Semilla Antimicrobiano en biofilms Biofilms

Hoja Antimicrobiano bacterias multirresistentes Cultivo (Gram-)
Hoja, semilla,

tallo, vainay Antimicrobiano (Vibrio spp. y E. coli) En agua contaminada
flores

Semilla Antimicrobiano (E. coli y B. subtilis) En agua contaminada
Hoja Antiséptico de manos (E. coli) In vivo (humanos)

3.8.4 Componentes activos.
3.8.4.1 Fenol

Esta constituido por un anillo aromatico que se une a un grupo hidroxilo. En los ultimos afios
ha aumentado el interés por los compuestos fenolicos debido a su contribucion a la salud; la
ingesta de ellos en la dieta habitual puede ayudar a atenuar enfermedades cardiovasculares y
algunos tipos de cancer que se asocian con el estrés oxidativo (Joachin Martinez, 2020). El
género Moringa tiene una alta actividad antioxidante principalmente debido a su alto

contenido de polifenoles bioactivos.

3.8.4.2 Cumarinas

Posee un anillo aromatico unido a un heterociclo con oxigeno. Entre sus propiedades estan

la actividad antioxidante y antibacteriana (Joachin Martinez, 2020).

3.8.4.3 Flavonoides

La estructura basica de los flavonoides consta de tres anillos: un anillo aromatico, un anillo
fenolico y el anillo heterociclico. Ofrecen a las plantas proteccion frente a patdgenos,
herbivoros y a la radiacion ultravioleta. Poseen propiedades antioxidantes y quelantes de
metales; ademas de ser capaces de prevenir el dafio producido por los radicales.
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Fisicoquimicamente el almacenamiento, luz, oxigeno, pH, temperatura y oscuridad son
factores que provocan variaciones significativas en la actividad antioxidante, especialmente
el oxigeno y la luz, que generan degradacion severa de los flavonoides, sin embargo, son
estables ante la luz en alimentos crudos debido a la proteccion que les proporciona la matriz
vegetal, mientras que en alimentos procesados sufren fotodegradacion (Joachin Martinez,
2020).

Anteriormente se mencionaron algunos de las propiedades terapéuticas que han sido
estudiadas de diferentes partes de M. oleifera, por lo tanto, es importante conocer los
compuestos especificos presentes en las plantas, a los cuales se le atribuyen dichas

propiedades.

Algunos metabolitos secundarios que se encuentran en M. oleifera son (Ascencio, 2012):

e Fenoles: Son compuestos hidroxilados.

e Taninos: actiian como barrera por su sabor amargo.

e Cumarinas: inhiben el crecimiento de hongos y son tdxicas para neméatodos, acaros
e insectos.

e Terpenos: Son los principales constituyentes de los aceites esenciales y actiian como
repelentes e inhibidores de la alimentacion y la oviposicion.

e Glicosidos cianogénicos. Al hidrolizarse liberan cianuro, por lo que son téxicos y
repelentes.

e Compuestos azufrados. Poseen con accion insecticida y nematicida.

e Flavonoides: Son los compuestos que dan color a plantas y flores, a ellos pertenece
la rotenona, y actian como inhibidores enzimaticos y repelentes.

e Alcaloides: Son el grupo mas diverso de metabolitos secundarios, con muy variados

efectos toxicos; a ellos pertenece la nicotina.

Se han identificado metabolitos secundarios en diversas partes de la “moringa” como taninos,
saponinas, polifenoles, flavonoides como el campferol, quercetina, mirecetina, isoramnetina,
glucdsidos de campferol, quercetina y rutindsidos; malonilglucésidos, isocianatos, esteroles,

glucoesteroles, acidos grasos, glucésidos cardiacos, glucosidos fendlicos (Talreja, 2010),
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Niazinina A [1; O-metil 4-[(L-rhamnosiloxy) tiocarbamato (E)] y niazimicina [2; O-etil 4-
[(L-rhamnosyloxy) benzylo] tiocarbamato (E)] (Faizi S, Siddiqui B, Saleem R, Siddiqui S,
1992), acido 3-cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico, epicatequina y é&cido o0-cumarico
(Muhammad et al., 2016); analisis fitoquimicos muestran que posee un alto contenido en
minerales como Calcio, Cobre, Hierro, Potasio, Magnesio y Zinc, y es una buena fuente de
proteinas, vitaminas, B-caroteno, aminoacidos y varios compuestos fendlicos (Holguin,
2016). Posee un alto contenido de Vitamina C, el cual facilita la conversion del colesterol en
acidos biliares, por lo tanto, reduce los niveles de colesterol en la sangre; posee propiedades
antioxidantes, protegiendo al cuerpo de los efectos perjudiciales de los radicales libres,
contaminantes y toxinas (Padayachee & Baijnath, 2019), ademas contiene vitamina E que
funciona como agente antioxidante, estd involucrada en la modulacion de la expresion
génica, la inhibicion de la proliferacién celular, la agregacion plaquetaria, la adhesion de
monocitos y la regulacion de la masa 6sea, mientras la tiamina, riboflavina y niacina
presentes en las hojas acttan como cofactores de muchas enzimas involucradas en el

metabolismo de los nutrientes y la produccion de energia (Leone et al., 2015).

Estudios de espectrometria de fluorescencia de rayos X de dispersion de energia (EDXRF)
de las hojas frescas de “moringa” realizados por Ambi et al., (2011b) y (Holguin, 2016),
mostraron que la planta es rica en Calcio, Hierro y Potasio, ademas reportan que las hojas
secas al aire contienen Azufre, Cloro Calcio, Potasio, Azufre, Cromo, Manganeso, Estroncio,
Rubidio, Zirconio y Molibdeno.

Investigadores realizaron estudios en las hojas secas y en polvo de Moringa oleifera en el
cual se caracterizaron varios constituyentes quimicos. La muestra de polvo de hoja
examinada contiene 28.7% de proteina cruda, 7.1% de grasa, 10.9% de ceniza, 44.4% de
carbohidratos, 3.0 mg de calcio y 103.1 mg de hierro por 100 g, 20.7 mg de taninos /g, 17
mg de nitrato /g, 10.5 mg de oxalato /g, 161 pg de B-caroteno /g y 47 ug de luteina /g mientras
el extracto seco 22.6% de fibra, 2.73% de ceniza, 3.78% de proteina, 9.53% de azlcares
totales, 0.00746% de calcio, 0.0549 % de hierro, y 0,0468% de catequinas / flavonoides
totales (0,0323% de epicatequina) (Stohs & Hartman, 2015).
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3.8.5 Ensayo de viabilidad celular — cultivo in vitro

El ensayo de viabilidad celular es un método para determinar el nimero de células viables en
un cultivo in vitro, mediante la cuantificacion de la cantidad de ATP presente, lo que indica
la presencia de células metabdlicamente activas; la cantidad de ATP es directamente
proporcional al nimero de células presentes en el cultivo; la lisis celular y la generacién de
la sefial luminiscente es proporcional a la cantidad de ATP presente en la muestra (Figura
12). El ensayo proporciona una forma sensible y rapida para medir el nimero de células
viables en un cultivo celular y permite también cuantificar efectos citotoxicos de tratamientos

experimentales.

El ensayo de luminiscencia utiliza un reactivo llamado CellTiter-Glo 2.0 (Figura 13); Figura
13 se basa en las propiedades de una enzima llamada luciferasa termoestable patentada
(luciferasa recombinante Ultra-Glo ™), la enzima cataliza la oxidacién del sustrato luciferina
para generar un "tipo de resplandor” o Sefial luminiscente (Promega, 2017)

De acuerdo con la reaccién de la luciferasa para este ensayo: la mono oxigenacion de
luciferina es catalizada por luciferasa en presencia de Mg?*, ATP, que es contribuido por
celulas viables y oxigeno molecular (Promega, 2017).

Y Lysa Cal
* Ultra-Glo™
rLuciferase ’
HO. 5 N. .COOH + . . Light
O~
N 5 + A 3
Luciferin g

Figura 12. Descripcion del principio del ensayo de viabilidad celular (Promega, 2017).
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Figura 13. Descripcion general del ensayo CellTiter-Glo(Promega, 2017).

3.8.6 Solvente (metanol).

El metanol, formula semidesarrollada CH3-OH, posee un punto de ebullicion de 65°C; es un
alcohol de cadena lineal alifatica, es ademas un disolvente prético lo que indica que es una
molécula muy polar, contiene protones H* acidos que forman puentes de hidrégeno con los
solutos. En comparacion con otros solventes por ejemplo respecto al etanol es menos polar,
pero es mas polar que el agua. La alta polaridad permite extraer mayor cantidad de
fitocompuestos. Es miscible en agua, alcoholes, esteres, cetonas y muchos otros solventes. .
También se usa en la produccién de formaldehido, &cido acético, cloro metanos, metacrilato
de metilo, metilaminas, dimetil tereftalato y como solvente o anticongelante en pinturas en
aerosol, pinturas de pared, limpiadores para carburadores, y compuestos para limpiar
parabrisas de automoviles (WIKIPEDIA, 2023).

3.8.7 Dimetil Sulféxido (DMSO).

EI DMSO (CH3SOCHS3) es un liquido organico sin color que contiene sulféxido, usado como
disolvente organico industrial, como criopreservante y como un medicamento (reduce el

dolor y la inflamacidn); tiene la capacidad de atravesar rapidamente la epidermis y las

pag. 43




membranas celulares por lo que es utilizado como vehiculo farmacos o venenos. EI Metanol
esta presente de forma natural en el ser humano, los animales y las plantas. Es un elemento
constitutivo natural en la sangre, orina, la saliva y el aire expirado. Se ha descrito una
concentracion media de Metanol en orina de 0,73 mg/litro (intervalo de 0,3-2,61 pg/litro) en
individuos no expuestos y una gama de 0,06 a 0,32 pg/litro en el aire expirado (Sierralta,
2014).
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4, METODOLOGIA

4.1 Colecta de material vegetal
Las hojas de “moringa” fueron colectadas en la Finca Angelita El Recuerdo, Cantéon Loma

del Muerto, municipio de Sonsonate, Departamento de Sonsonate. Georreferencia latitud
13.749625°, longitud -89.726973°; altitud de 435msn (Figura 14); en el mes de marzo de
2021 para su identificacion botanica (taxondmica), posteriormente en el mes de julio 2021
fue llevado al laboratorio de productos naturales para la elaboracion de extracto. Las hojas
fueron colectadas de arboles maduros, a una altura media de la planta de 2 a 5m, segln lo
descrito por (Cabrera-Carrion etal.,, 2017) (anexo 1); pues indican que la mayor
concentracion de metabolitos secundarios se encuentra en dichas hojas. Las hojas colectadas

fueron almacenadas frescas en papel periodico para su transporte hacia el laboratorio.

13°44'58.7°N 89°4336.7°W

Q

FORE O

3D f\
iy gm S

Google O 100% Fecha de las imagenes: 5/1/21-més reciente  Maxar Technologies 40m Cémara: 650 m 13°4501°N 89°43'34'W 429 m

Figura 14. Imagen satelital de sitio de colecta.

4.1.1 Materiales y equipo, fase de campo

e Guantes de jardineria. e Marcador.

e Cuerda de poliestireno de 10 metros. e GPS.

e Navaja pequeiia. e Papel Kraft o periodico.

e Machete. e Bolsa de pléastico jardinera.

e Prensa de madera para muestras e Tijera para podar
vegetales. e Cajade plastico
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4.2 ldentificacion botanica
Una muestra del material vegetal fue llevado al Jardin Botanico de La Laguna, para su

identificacion taxondmica; donde se asignd un voucher de identificacion. Se colect6 una
muestra de 35cm de longitud aproximadamente que incluia hojas, vainas y flores. La muestra
fresca fue extendida sobre un papel periodico (anexo 2) para que absorbiera toda la humedad
y colocada en prensa boténica por 3 dias. La identificacion botanica resume que es Moringa
oleifera. Ademas de la colecta se registraron datos de: nombre comun (“moringa”,
“teberinto”), fecha y lugar de colecta, nombre de personas que realizaron la colecta, geo

referencia.

4.3 Obtencion de extracto

Las hojas frescas colectadas fueron llevadas al laboratorio de Productos Naturales, Facultad
de Quimica y Farmacia de la universidad de El Salvador con latitud 13,7177437° y longitud
-89,201128°; y fueron secadas a 40°C en estufa de aire circulante (BIOBASE, Modelo BOV-
V225F) (Figura 15 A) por 72 h. Las hojas secas (anexo 3) se trituraron en un Molino de
cuchillas con un tamiz de 2mm (Thomas- Wiley, Modelo 4, Marca Thomas Scientific)
(iError! No se encuentra el origen de la referencia.B). Se pesaron 50g de material seco (
Figura 15 C) y se coloc6 500mL de metanol absoluto (solvente) (anexo 4); relacion 1:10p/v.
Se dejé en reposo por 10 dias a temperatura ambiente (promedio de 30 °C) (Figura 15 D),
luego se filtro con papel filtro y se rotaevapord a presion reducida de 250Pa en rotavapor
(Yamato Scientific Co., Ltd., Japén modelo RE801) (Figura 15 E); posteriormente con una
pipeta de transferencia limpia se deposité el extracto en un frasco de vidrio estéril (anexo 5);
se realizaron lavados con diclorometano y se colocé el balén en ultrasonicador (VWR,
EE.UU., modelo 97043-988, frecuencia de funcionamiento a 35kHz) por 90 minutos a 25°C,
para recolectar la mayor proporcién de extracto que estaba depositado en las paredes del
baldn; luego se colocd en una campana de desecacion por 72h; y finalmente se peso (Figura
15 F). Se obtuvieron 7.2688g de extracto metandlico seco.




OBTENCION A smmasses | [ o [ RN
DE
EXTRACTO o
TN

METANOLICO DE MORINGA

MATERIAL SECO MAS R 1
EXTRACTO
SOLVENTE, 9 DIAS DE ROTOVAPORADOR 4 METANGLICO
REEPOSO.

Figura 15. Marcha de obtencion de extracto metanolico. Elaboracion propia.
4.3.1 Porcentaje de rendimiento de extracto.

Hace referencia a la cantidad de extracto obtenido en relacion con la cantidad de materia
prima utilizada para su elaboracion. Para el extracto de “moringa” se utilizé 50g de material
seco y se obtuvo 7.2688g de extracto; dando como resultado un porcentaje de rendimiento

de 14.54%. A continuacion, se presenta la férmula utilizada:

peso neto de extracto seco

% de rendimiento = - x100
peso de material seco

7.2688g

% de rendimiento = leoo

% de rendimiento = 14.5376
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4.4 Preparacion de soluciones de trabajo.

Todas las soluciones de trabajo se prepararon con DMSO (dimetilsulféxido) como vehiculo.
La metodologia para evaluacion de viabilidad celular fue la utilizada segun (Castillo et al.,
2021), bajo el marco del proyecto SATREPS- Chagas, patrocinado por la Cooperacion
Japonesa (en ejecucion). Las concentraciones utilizadas han sido desarrolladas para el

proyecto en ejecucion.

4.4.1 Benznidazol (control positivo).

Se prepararon 2 concentraciones de Benznidazol: 10mM, 1.25 mM

4.4.2 Diluciones de extracto metandlico de hojas de “moringa”.

Se prepararon 2 concentraciones de extracto metanolico: 10 mg/ml y 1 mg/ml.

4.4.3 Control interno.

Medio de cultivo LIT (Liver infusion tryptose) sin parasitos mas la solucion a ensayar. Se
utilizé un control interno para el control positivo que incluye medio de cultivo mas control

positivo y un control interno para el extracto que incluye medio de cultivo mas extracto.

4.5 Preparacion de curva de crecimiento.
Parasitos: Se utilizaron epimastigotes de T. cruzi cepa CL-Brenner; a concentracion inicial

de 9x10° epimastigotes de T. cruzi/mL, provenientes de cultivo celular, provistos por CICES
(Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de El Salvador). Luego se realizaron

diluciones descendentes de (10°, 10%, 103, 10y 10* epimastigotes de T. cruzi/mL).

4.6 Evaluacion actividad tripanocida
Para la evaluacion de actividad tripanocida del extracto metanolico de hojas de “moringa”,

se utilizé el ensayo de viabilidad celular por el método de luminiscencia de punto final con

el equipo Biotek, synergy HTX multi-mode reader.
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Los parasitos fueron cultivados en medio LIT. Las soluciones de extracto y benznidazol
fueron disueltas en Dimetil sulféxido (DMSO), cada muestra fue evaluada por triplicado

(tanto controles como sustancia evaluada).

Se realizo la lectura de luminiscencia emitida por los parasitos (en medio LIT) sin la
presencia de los farmacos o el extracto. Se realizaron mediciones de cinco concentraciones
de parasitos (9x10° — 9x10%), con el fin de realizar una curva de crecimiento del nimero de
parésitos presentes en los diferentes pocillos, con el fin de ver el comportamiento de los
parésitos. Se realizaron tres lecturas y se calcularon los promedios de dichas lecturas; también
se calculd la desviacion estandar y los porcentajes de la desviacion; ademas se calculo el
valor del promedio de luminiscencia producida por los parasitos menos el valor de
luminiscencia del medio LIT (27), que indica el valor del nimero de parasitos menos la

luminiscencia producida por el medio.

La curva de crecimiento se realizo para poder obtener un pardmetro de comparacion entre la
cantidad de parasitos viables y la luminiscencia producida por la presencia de dichos
parasitos. Entre mayor sea la cantidad de parasitos viables, mayor es la lectura de

luminiscencia.

Se obtuvo el valor del coeficiente de Pearson para obtener el parametro del comportamiento
del crecimiento de los parasitos en el medio de cultivo versus el valor de lectura de
luminiscencia; para ello se utilizaron los valores de nimero de parasitos presentes en los
pocillos de la curva de crecimiento (concentraciones de parasitos de 9x10° — 9x10V y los
valores de Luminiscencia emitida por los parasitos menos el valor de luminiscencia emitida

por el medio LIT; esto con el fin de evaluar si existe correlacion entre ambas variables.

A continuacidn, se presenta la grafica de nimero de parasitos Trypanosoma cruzi menos el
valor de la luminiscencia del medio LIT Figura 16:
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Promedio parasitos-LIT

10000.00
y =0.0102x - 50,

8000.00
6000.00

4000.00

2000.00

0.00

0.00 200000.00 400000.00 600000.00 800000.00  1000000.00
-2000.00

lectura luminiscencia (parasitos-LIT)

Numero de parasitos
Figura 16. Namero de parasitos vrs. Luminiscencia emitida por los parasitos (menos valor
de luminiscencia de medio LIT).

Al graficar los valores se obtuvieron los valores de “Y” y los valores de constante “CTE”
siguientes:

Y CTE
0.0102 50.97

A continuacion, se presentan el valor de coeficiente de correlacion de Pearson:

¢ Valor de Coeficiente de correlacion Pearson = 0.9995084

e Valor de Coeficiente de correlacion Pearson = 1

Valor de coeficiente de correlacion = 1; indica correlacion directa perfecta.
* R2=Coeficiente de correlacion Pearson 2

. RZ - 12

+ R2=1

La intensidad luminica observada, es directamente proporcional al nimero de parasitos
viables en el medio y esto se deduce a partir del coeficiente de Pearson (0.9995) observado.
Una vez obtenidos los valores de las constantes, del control interno y de la curva de
crecimiento, se realizaron lecturas de luminiscencia del farmaco control y del extracto de

“moringa”; indicando la luminiscencia emitida inicamente por las sustancias, esas lecturas
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fueron restadas posteriormente. Se realizaron tres lecturas de cada concentracion de las

sustancias evaluadas. La concentracion stock de parasitos utilizada: 9x10>

La marcha de trabajo se detalla a continuacion Figura 17:

Ensayo de viabilidad celular

I Grupos de
trabajo
(3 repeticiones de
cada uno)

Control positivo 2: Tratamiento 1:
Benznidazol 1 25mM Extracto de moringa
10mg/mL

Control positive 1:

Benznmidazol 10mM

Tratamiento 2:
Extracto de moringa

1mg/mL

Se adicioné

PEEE & N

50uL epimastigotes
9x10°

Se incubo a 28°C por
24h

II

Se anadio 20uL reactivo
de luminiscencia

Se incubd a 28°C por 30
mins.

Se realizo lectura de
luminiscencia

Figura 17. Marcha de trabajo de ensayo de viabilidad in vitro. Elaboracion propia.
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Se colocé en una placa blanca PE Optiplate de 384 pocillos medio LIT a cada pocillo.
A los pocillos del control positivo se agregoé 50uL de las dos concentraciones de
Benznidazol (10mM y 1.125mM), ambas concentraciones fueron afiadidas por
triplicado).

A los pocillos del extracto evaluado, se agregd 50uL de las dos concentraciones
(10mg/mL y 1mg/mL) de extracto metandlico de “moringa”, por triplicado.

El control interno solo contenia medio LIT sin parésitos.

Luego de adicionado el extracto y Benznidazol (control positivo), se agregd 50uL de
solucion de aislado de epimastigotes a una concentracion de 9x10°parésitos/mL a
cada pocillo; exceptuando los pocillos que contienen el control interno.
Posteriormente se incubd la placa a 28°C por 24 horas.

Luego de la incubacion, se agregd 20uL del reactivo de luminiscencia (CellTiter-Glo,
Promega G7570) a cada pocillo.

Se incubd la placa por 15-30 min a 28 °C.

Se midio la luminiscencia de la placa en el luminémetro (synergy HTX multi-mode
reader) con agitacion orbital de 2 minutos, temperatura de incubado a 28°C y un

tiempo de integracién de 1 segundos.

4.7 Anadlisis fitoquimico.
Se tomé una muestra de 50mL del extracto para realizar el analisis fitoquimico; se llevé a

cabo en el laboratorio de Investigacion de Productos Naturales, Facultad de Quimica y

Farmacia mediante cromatografia de capa fina.

4.8 Materiales y equipo; fase de laboratorio.

Agua destilada. e Campana de desecacion.

Agitador de vidrio. e Céamara de Flujo Laminar.

Algodon. e Centrifuga.

Balanza Analitica. e Cuaderno de laboratorio.

Balanza granataria. e Diclorometano.

Balon volumétrico 1000mL. e Dimetil sulféxido.

Beaker 100mL. e Estufa de aire circulante (BIOBASE,
Beaker de 1000mL. Modelo BOV-V225F)

Benznidazol. e Embudo de vidrio.
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Erlenmeyer 500ml.

Eter etilico.

Frascos de vidrio de 10mL.

Gasa esteril.

Gradilla para muestras.

Guantes de nitrilo o latex.

Incubadora.

Juego de Micropipetas.

Laptop.

Luminometro Biotek, synergy HTX
multi-mode reader.

Marcador permanente.

Mascarillas.

Metanol absoluto.

Medio de cultivo LIT.

Microscopio.

Mortero y pistilo de porcelana.
Molino de cuchillas con un tamiz de
2mm (Thomas- Wiley, Modelo 4,
Marca Thomas Scientific).

4.9 Procesamiento de datos

Papel Parafilm

Papel toalla.

Papel plastificado.

Papel Whatman.

Pipetas de transferencia.

Placa blanca PE Optiplate de 384
pocillos

Probeta 100mL.

Probeta de 500mL.

Puntas 0.1- 10 pl.

Puntas 10-200 pl.

Rotavapor (Yamato Scientific Co.,
Ltd., Japon modelo RE801).

Solucion salina.

Ultrasonicador (VWR, EE. UU,,
modelo 97043-988)

Vifietas.

Vortex.

Se realizd un analisis descriptivo de lecturas de luminiscencia de las curvas de crecimiento

del parésito y en el ensayo de viabilidad celular para los diferentes grupos de tratamiento.
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6. RESULTADOS

6.1 Especie vegetal.

La muestra recolectada de la especie vegetal de “moringa” contenia flores, vainas y hojas;
fue colectada en la finca “Angelita El Recuerdo™, ubicada en el municipio de Sonsonate,
departamento de Sonsonate y fue llevada al herbario del Jardin Botanico donde fue

identificada y se le asign6é un nimero de voucher Figura 18.

Flora of El Salvador
Moringaceae
Moringa oleifera Lam.

Depto. Sonsonate, Mpio. Sonsonate, Cton. Loma del

Mouerto.

89943'37.1"W, 13°44'58.65"N 435 m
Arbol de 3 m; flores blancas con amarillo.

Leg.: Cornejo.M. 0 [JBLO8203] 06 . Mar.2021

Rodriguez,M.
Det.: D.Rodriguez (LAGU) 2021-03

Nombre comiin local: moringa
Herbaria: B LAGU
Figura 18. Voucher de identificacion del museo del Plan de La Laguna.

6.2 Extracto

El extracto metanolico de “moringa” se realiz6 en una proporcion 1:10 (soluto: solvente) lo
que permitié lograr una buena disolucion sin saturar el solvente, con el fin de evitar la
presencia de soluto sin disolver que conlleva a metabolitos sin disolver y con ello dar un

reporte erroneo del analisis fitoquimico.

El porcentaje de rendimiento del extracto reportado es de 14.5376%.
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6.3 Analisis fitoguimico

En el andlisis fitoquimico de “moringa” se evidenci6 la presencia de siete

secundarios que se enlistan en Tabla 8 y (anexo 6):

Tabla 8. Resultados fitoquimicos de “moringa”.

metabolitos

Metabolito secundario Resultado
Terpenoides Vainillina/ CCF +
Saponinas Espuma/ Tubo de ensayo +
Antraquinonas Borntraguer/ CCF +
Sesquiterpenlactonas Baljet/ CCF +
Flavonoides AlCl3/ CCF +
Compuestos fendlicos FeCls/ CCF +
Cumarinas KOH/ CCF +

Se realiz0 la lectura de luminiscencia producida por el medio de cultivo LIT, la cual se realiza

para usarse como control interno; dicho valor (promedio) se resta al valor de luminiscencia

emitida por los parasitos en la curva de crecimiento Tabla 9.

Tabla 9.Lectura de control interno de muestras.

Luminiscencia LIT romedio
(control interno) p
33 27 | 21 27

A continuacion, se muestran las lecturas de luminiscencia de la curva de crecimiento de

parasitos en medio LIT en concentraciones de 9X10! a 9X10° parasitos; cada concentracion

de parésitos fue realizada por triplicada y se calculo el promedio. Ademas, se resté el valor

de lectura del control interno (27) Tabla 10.
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Tabla 10. Lectura de luminiscencia de curva de crecimiento.

# Bepeticion Lectura % Desviacion Lum’i n.iscencia G
parasitos| 1 2 3 | Promedio | Desviacion| Estandar lurrll)iillriiz:;(lfi;nﬁlllg 5(27)
9X10° 9827 | 9328 | 9075 9201.50 1.94 178.90 9174.50
9X10* 897 703 719 773.00 13.93 107.68 746.00
9x103 94 115 77 85.50 14.06 12.02 58.50
9X10? 30 24 28 29.00 4.88 141 2.00
9x10* 32 29 27 28.00 5.05 141 1.00

La siguiente tabla muestra los valores de lectura de luminiscencia emitida por control positivo

(Benznidazol) y del extracto de “moringa” Tabla 11.

Tabla 11. Lecturas de luminiscencia de Benznidazol y extracto de “moringa”.

Benznidazol Moringa
Repeticion Repeticion
1 2 3 1 2 3

10 mM 6727 6679 6869 |10mg/mL|6296.2146 |6658.7736 | 7021.3326
1.25mM| 8857 8405 8350 | 1mg/mL |6644.9118 |7037.4384 | 7429.965

Para calcular el valor de nimero de parasitos se sumé el valor de la constante obtenida
mediante la grafica de la curva de crecimiento (50.97) y luego se dividio por el valor de
Y=0.0102. La Tabla 12 jError! La autoreferencia al marcador no es valida. muestra el
namero de parasitos sobrevivientes en cada repeticion y la Tabla 13 muestra los promedios
de parasitos sobrevivientes en cada concentracion evaluada.

Tabla 12. Numero de parasitos sobrevivientes.

Benznidazol Moringa
Repeticion Repeticion
Concentracion 1 2 3 Concentracion 1 2 3

10 mM 662513.40 | 657807.52 | 676434.97 10mg/mL 620279.54 | 655824.54 | 691369.54

1.25 mM 871336.93|827023.20 | 821631.05 1mg/mL 654465.54 | 692948.54 | 731431.54
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Tabla 13. Promedio de numero de parasitos sobrevivientes.

.. Promedio de . el . e
Concentraciéon . Desviacion Std. % Desviacion
parasitos

Benznidazol | "moringa" | Benznidazol |"moringa"| Benznidazol | "moringa"

10 mM/ 10mg/mL | 665585.29 |655824.54| 9686.22 35545.00 1.46 5.42

1.25 mM/ Img/mL | 839997.06 |692948.54| 27274.70 | 38483.00 3.25 5.55

La gréafica siguiente (Figura 19) muestra la actividad tripanocida, es decir el numero de
parésitos sobrevivientes ante la presencia de Benznidazol y el extracto metanolico de

“moringa”.

Actividad tripanocida

1.25MM/1 MG ML-1

Sustancia evaluada

10MM/10 MG ML-1

| | |
0 200000 400000 600000 800000 1000000

Numero de parasitos
®m Moringa m Benznidazol

Figura 19. Actividad tripanocida presentada en nimero de parasitos sobrevivientes.

La Viabilidad fue expresada en porcentaje de parasitos vivos. Indica el nimero de paréasitos
vivos segln cada farmaco entre la concentracion maxima de parasitos (9x10°%) *100, los
porcentajes se muestran en la Tabla 14 y se han representado en la grafica Figura 20.
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Tabla 14. Porcentaje de viabilidad de parasitos.

Porcentaje Desviacion
Benznidazol |"moringa" | Benznidazol |"moringa"
10mM/10mg/mL 73.95 72.87 1.08 3.95
1.25 mM/1mg/mL 93.33 76.99 3.03 4.28

Concentracion evaluada

Porcentaje de Viabilidad

1.25MM/1 MG ML-1

10MM/10 MG ML-1

20 30 40 100

Porcentaje de viabilidad

50 60 70 80 90

® Moringa ™ Benznidazol

Figura 20. Viabilidad de pardsitos farmacos versus extracto “moringa”.

El porcentaje de mortalidad de paréasitos se calculd restando el porcentaje de parasitos
sobrevivientes al cien por ciento; esto con el fin de facilitar la comprension de actividad
tripanocida del extracto en términos de porcentaje. Para ello los porcentajes se muestran en

la Tabla 15y se han presentado en el grafico Figura 21.

Tabla 15. Porcentaje de mortalidad de parasitos.

Promedio Desviacion
Mortalidad Benznidazol |“moringa”| Benznidazol |“moringa”
10 mM/ 10 mg mL? 26.05 27.13 1.08 3.95
1.25 mM/ 1 mg mL* 6.67 23.01 3.03 4.28
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Concentracion evaluada

Porcentaje de mortalidad

1.25MM/1 MG ML-1

10MM/10 MG ML-1

30 40 50 60 70 80 90
Porcentaje de mortalidad

® Moringa m Benznidazol

100

Figura 21. Mortalidad de pardsitos farmacos versus extracto “moringa”.
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7. DISCUSION

El andlisis fitoquimico cualitativo del extracto metanolico de hojas de Moringa oleifera
utilizado en este estudio indico la presencia de flavonoides, saponinas, terpenos,
antraquinonas, sesquiterpenlactonas, compuestos fendlicos y cumarinas; esto esta en linea
con estudios previos donde se ha utilizado metanol como solvente (Aremu et al., 2018) y
etanol (Nepolean et al.,, 2009b), donde se reportaron flavonoides (Aremu etal., 2018;
Nepolean et al., 2009a), saponinas (Aremu et al., 2018; Nepolean et al., 2009a), terpenos
(Nepolean etal., 2009a) y compuestos fenolicos (Aremu et al., 2018); mientras en los
mismos estudios reportan metabolitos secundarios que no encontramos en este estudio como
carbohidratos (Aremu et al., 2018), taninos, esteroides y glicosidos (Aremu et al., 2018;
Nepolean et al., 2009a), lo anterior indica que si bien es cierto el solvente utilizado influye
en los metabolitos que se pueden encontrar; en el caso de “moringa” tanto el etanol como

metanol permiten tener resultados similares en cuanto al tamizaje fitoquimico.

Nuestro extracto elaborado con hojas maduras y metanol como solvente permitié evidenciar
componentes como los compuestos fendlicos quienes se conocen por su capacidad
antioxidante. Los extractos de hojas maduras presentan una alta actividad antioxidante contra
los radicales libres y previenen el dafio oxidativo debido al enriquecimiento de polifenoles
(Kou etal., 2018; Sreelatha & Padma, 2009), también se ha observado el efecto de
eliminacion de radicales libres en extractos metandlico de hojas tiernas de “moringa”
(Fitriana et al., 2016); de manera general los extractos preparados con hojas de “moringa” y
metanol como solvente permiten evidenciar metabolitos con potencial terapéutico

tripanocida.

Los nutrientes aportados por la “moringa” mejoran el sistema inmunologico y el metabolismo
humano en la lucha contra patdgenos (Monteiro et al., 2021), ademas posee altas cantidades
de terpenos que han sido postulados como opciones terapéuticas con menores efectos
adversos y mayor efectividad tripanocida; estos compuestos son fundamentales en algunas
especies de plantas debido a que son usadas como mecanismo de defensa contra herbivoros
y microorganismos que pueden ser potencialmente patdgenos (Borges et al., 2012); por otro

lado las sesquiterpenlactonas han presentado actividades bioldgicas con aplicaciones
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terapéuticas, entre ellos, anticancerigena, antiinflamatoria, antimicrobiana y antiprotozoaria
(S&nchez et al., 2016); dos de los metabolitos obtenidos en nuestro andlisis fitoquimico a los
que se le podria atribuir la actividad tripanocida del extracto. En este sentido, el uso de
extractos a partir de “moringa” representaria una fuente renovable para la extraccion de este

tipo de compuestos y su explotacion comercial futura.

El estudio revel6 que las hojas maduras de Moringa oleifera presentan actividad tripanocida
in vitro similar al Benznidazol; siendo los porcentajes de mortalidad de epimastigotes de T.
cruzi del 27% (10mg/mL de extracto de “moringa”) y 26% (10mM de Benznidazol). En un
estudio realizado en el 2014, se analizo la actividad tripanocida de extractos acuosos y
metanolicos de Moringa stenopetala contra Trypanosoma brucei, T. congolense, T. cruziy
T. rhodesiense, los cuales presentaron desde moderada hasta alta actividad tripanocida en
modelos in vivo (Kifleyohannes etal., 2014); investigadores realizaron un analisis
histopatologico para evaluar la toxicidad del extracto metandlico de hojas de “moringa y éste
no demostrd alteraciones provocadas por el extracto, por el contrario el estudio reflejé
actividad tripanocida ante Trypanosoma brucei, demostrando que el extracto es un potente
agente mejorador que reduce la degeneracion neuronal y congestion en el cerebro y el bazo
de las ratas infectadas con T. brucei; mitigando asi la patogenia de la tripanosomiasis (Aremu
et al., 2018); indica baja toxicidad adjudicada a los diversos extractos obtenidos de diversas

partes anatomicas de la “moringa”.

Para este estudio, el Benznidazol mostré una actividad relativamente baja en el analisis in
vitro, con un valor de viabilidad celular (indica el porcentaje de parasitos vivos) de 73.95%
en la concentracion mas alta de 10mM y 93.33% de viabilidad celular para la concentracion
de 0.25mM; investigadores reportaron que el Benznidazol no fue efectivo (>400 puM)
eliminando cepas de T. cruzi in vitro (Sepulveda-Robles et al., 2019).

Las diferencias en las tasas de seroconversion pueden explicarse por varias razones; algunos
investigadores han reportado que existen diferencias en los resultados terapéuticos segun la
zona geografica evaluada (Yun et al., 2009), una explicacion se basa en la presencia de
diferentes linajes de parasitos en diferentes regiones geogréaficas, predominando Tcl en

humanos, reservorios y vectores en Centroamerica, Colombia y Venezuela mientras Tcll,
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TcV y TcVI son més comunes en América del Sur (Padilla et al., 2017). Un estudio report6
pacientes infectados con el linaje T. cruzi | que no respondieron al tratamiento mientras los
que respondieron positivamente a la terapia eran del linaje T. cruzi Il (Werner Apt & Inés
Zulantay, 2011) sugiriendo que el linaje Tcl es resistente al tratamiento lo cual pareciera
indicar que el parasito ha adquirido cierta resistencia natural contra el Benznidazol; estos
hallazgos parecieran demostrar un patron de ineficacia del Benznidazol al momento de tratar
infecciones de T. cruzi linaje Tcl y explicar la baja tasa de eficiencia en la respuesta al
tratamiento en los pacientes agudos de El Salvador pues estudios indican que en
Latinoamérica predomina el linaje Tcl; entonces comprender los linajes del parasito ayuda a

comprender la eficiencia de los tratamientos.

La actividad tripanocida de nuestro estudio fue evaluada en la forma celular epimastigote del
parasito T. cruzi; Santos et al. (2014) determiné que el limoneno (terpeno), posee actividad
tripanocida in vitro en las formas extracelulares de T. cruzi mayormente en epimastigotes
conuna IC50 33,7 ug/mL y para tripomastigotes CI50 14,1 ug/mL indicando un uso de mayor
concentracion de extracto para la forma celular tripomastigotes. Otro estudio in vitro analizo
4 componentes derivados de terpenos con actividad contra epimastigotes de T. cruzi
midiendo el efecto inhibidor de diferentes concentraciones que oscilan entre 1y 100 mM en
el crecimiento in vitro de epimastigotes de T. cruzi de los cuales dos compuestos tuvieron
una actividad ligeramente superior con (IC50 6.10 y 7.98 mM), con respecto al encontrado
para Benznidazol (IC50 15,89 mM) (Ramirez-Macias et al., 2012); este comportamiento
descrito hace varias décadas menciona que la forma bioldgica del parasito de una misma cepa
presenta distinta susceptibilidad (Mufioz A., Santaniello A., Pereira A., Yannuzzi J., 2012);
los resultados presentados por Santos y Ramirez concuerdan con nuestros resultados en los
cuales el extracto metandlico de “moringa” presentd un mayor efecto tripanocida respecto al
Benznidazol. Otro estudio evalué una combinacion limoneno (terpeno) + Benznidazol, el
cual mostro el mayor efecto sinérgico frente a los tres estadios parasitarios (Moreno, 2017),
de acuerdo con lo anterior las interacciones farmacoldgicas encontradas entre los terpenos y
Benznidazol resultan promisorias tomando en cuenta que el uso de multiples farmacos con
diferentes modos de accion potenciaria el tratamiento en los cuales el sinergismo

farmacologico presenta un aumento de la eficacia terapéutica, involucra la disminucion de
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las dosis aplicadas (para reducir efectos adversos) y retraso en el desarrollo de resistencias
por parte del parésito. En nuestro estudio se evidencio la presencia de terpenos; compuestos
a los que se puede atribuir la actividad tripanocida reportada.

Previamente se ha observado que la cantidad, concentracion y tipo de compuestos
fitoquimicos encontrados, varia segun el tipo de muestra vegetal (raiz, hoja, semillas, corteza,
flor, fruto) y el tipo de solvente con la que se prepare el extracto, sin embargo esto no es
suficiente para explicar la discrepancia de los metabolitos reportados en los estudios; haria
falta un analisis de otras metodologias de extraccion, uso de diferentes solventes, diferente
zona geografica y condiciones climéticas del material vegetal recolectado para poder explicar
la diferencias de los resultados fitoquimicos obtenidos respecto a otros autores y con ello la

presencia de metabolitos con actividad tripanocida.

A pesar de que se evidenci6 actividad tripanocida en el extracto metanolico de “moringa”;
es importante hacer énfasis que la evaluacion tripanocida fue realizada en el extracto
completo; lo cual limita inferir el metabolito que presenta mejores resultados los cuales
podrian variar si se realiza la evaluacion de la actividad con cada uno de los metabolitos y

brindar resultados concluyentes y con porcentajes de mortalidad de parasitos mayores.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion muestran que el extracto metandlico de "moringa™ posee
actividad tripanocida contra el parasito Trypanosoma cruzi cepa Brenner CL, DTU TcVI,

especificamente ante la forma celular epimastigotes.

En comparacion al Benznidazol, el extracto metandlico de “moringa” posee actividad
tripanocida similar en las concentraciones evaluadas en el estudio mediante el ensayo de

viabilidad celular de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

El andlisis fitoquimico del extracto revel6 la presencia de siete metabolitos, aunque no se
puede atribuir especificamente a alguno de ellos la actividad bioldgica del extracto. Los
resultados de este estudio sugieren que el extracto metanolico de "moringa" podria ser una

fuente promisoria de compuestos bioactivos con actividad tripanocida contra T. cruzi.
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RECOMENDACIONES

Realizar futuros estudios donde se evalle el extracto metandlico de “moringa” a
diferentes concentraciones, en otras cepas de diferente DTU vy fases de desarrollo del
parasito, tanto in silico, in vitro e in vivo, para conocer mas a fondo su potencial
terapéutico tripanocida.

Preparar extractos con otros solventes para comparar la actividad tripanocida de la
"moringa" y conocer mas a fondo su potencial terapéutico.

Realizar diferentes anélisis que permitan identificar las distintas moléculas presentes
en la “moringa” y verificar su posible actividad terapéutica.

Mejorar los protocolos de evaluacion de metabolitos con potencial terapéutico de
plantas medicinales para identificar y caracterizar los compuestos presentes y
permitan brindar informacion para el desarrollo de nuevos medicamentos

Ejecutar estudios de actividad tripanocida de plantas salvadorefias que hayan sido
reportadas previamente por su uso etnobotanico antiparasitario para evaluar su
potencial terapéutico e identificar nuevas fuentes de compuestos con actividad

tripanocida.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Colecta de muestra de “moringa” en finca “Angelita El Recuerdo”.

Anexo 2. Muestra de “moringa” para identificacion botanica.
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Anexo 3. Hojas secas trituradas de “moringa”.

Anexo 4. Hojas de “moringa” con metanol (solvente), para preparacion de extracto.
g
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Anexo 5. Preparacion de extracto, en instalaciones de Laboratorio de Productos
Naturales Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador.
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LABORATORIO DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES
FQF-UES

INFORME DE ANALISIS FITOQUIMICO

1. Datos generales

Nombre del producto: “Moringa” Nombre cientifico: Moringa oleifera Lam.
Lote: N/A Familia botanica: Moringaceae
Descripcion: l\jeorjdas bipinnadas de color No. Analisis: LIPN-9/Septiembre/21
Organizacion: N/A Fecha de andlisis: 13-14/09/2021

2. Andlisis de metabolitos secundarios

Preparacién del extracto: Extracto seco preparado en rotaevaporador, procedente deuna
maceracion de las hojas con metanol.

Metabolito secundario Resultado
Terpenoides Vainillina/ CCF ++
Saponinas Espuma/ Tubo de ensayo +
Antraquinonas Borntraguer/ CCF +
Sesquiterpenlactonas Baljet/ CCF +
Flavonoides AlCls/ CCF +
Compuestos fendlicos FeCls/ CCF +
Cumarinas KOH/ CCF +

CCF: Cromatografia de capa fina; ++: Presencia notoria; +: Presencia.

Referencias:

e Lock de Ugaz, Olga. Investigacion Fitoquimica. Métodos en el estudio de Productos Naturales. Segunda Ed.,
Pontificia Universidad Catélica del Pert, Fondo Editorial, Per(i 1994.

e Mejia J.C., Vésquez S., Salazar R., Mufioz L., Ulises G. Castillo, Paz-Gonzales A. D., Rivera G., Nufiez M. J.,
Moreno M. A. and Kennedy M. L. Analgesic activity and phytochemical profile of aqueous, ethanol and
dichloromethane extracts of Persea schiedeana leaves. International Journal of Pharmaceutical Sciences and
Research, 2021; 12(8): 4167-4173.

de Pereskia lychnidiflora. Rev Perd Med Exp Salud Publica. 2018;35(4):581-9.

Licdo. Uﬁé ; V\}aldo Guardado. Coordinador del Laboratorio de
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Analista fitoquimico investigacion en Productos Naturales

Anexo 6. Resultados de analisis fitoquimico, Laboratorio de Productos Naturales,
Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de EIl Salvador.
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