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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacién fue evaluar la actividad tripanocida in
vitro de los extractos etandlico al 95° y diclorometanico de la corteza de la
especie vegetal Alvaradoa amorphoides Liebm. (Plumajillo) con el fin de aportar
una alternativa en la busqueda de especies vegetales con actividad
antiparasitaria que posean un efecto sobre las células de Trypanosoma cruzi,
debido a que los medicamentos existentes para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas producen significativos efectos secundarios; por lo cual se hace
necesario el desarrollo de nuevos farmacos mediante el descubrimiento de
moléculas bioactivas, que pueden ser aisladas de fuentes naturales,
principalmente de especies vegetales, como es el caso de las especies del
genero Alvaradoa que poseen compuestos activos con propiedades
antiparasitarias que han sido comprobadas en investigaciones anteriores y
cuyos resultados incentivaron a realizar el estudio de la especie Alvaradoa

Amorphoides Liebm.

La realizacion de esta investigacion se inicié con la recoleccion de la corteza de
Alvaradoa Amorphoides Liebm. que posteriormente fue identificada por un
botanico experto. Seguidamente la corteza se secé en estufa a una temperatura

entre 40 ° C y 60 °C para luego ser molida.

Luego se realizaron dos extractos, uno con etanol al 95° y otro con
diclorometano, por el método Soxhlet hasta agotar la muestra. Seguidamente
se elimind el solvente para obtener asi los extractos secos. A partir de estos
extractos se procedi6 a la identificacibn de antraquinonas mediante
cromatografia en capa fina usando Hidroxido de potasio al 10% como revelador
y mediante la prueba de Borntrager. Posteriormente se realizaron tres

diluciones de cada extracto para obtener un total de seis muestras, tres para el



extracto etanolico al 95° y tres para el extracto diclorometanico, a
concentraciones de 50, 100 y 125 pg/mL.

Las seis muestras fueron evaluadas mediante el Método en Camara de
Neubauer utilizando como medio de cultivo el medio LIT y cepas de

Trypanosoma cruzi en estadio epimastigote.

De acuerdo a los resultados obtenidos se confirmé la actividad antiparasitaria
de ambos extractos, de los cuales el extracto diclorometanico de Alvaradoa
Amorphoides Liebm a una concentracion de 100 ug/mL, fue quien presento

mayor actividad antiparasitaria sobre las células de Trypanosoma cruzi.

Por lo que se recomienda continuar el estudio para realizar futuras
investigaciones de otras actividades biolégicas que pudiesen presentar los
extractos etandlico al 95° y diclorometanico de la corteza de Alvaradoa
amorphoides Liebm.
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INTRODUCCION



Xvili

1.0 INTRODUCCION

La utilizacion de plantas medicinales en El Salvador, y el hecho que en gran
cantidad de especies vegetales se encuentran principios activos empleados en
el tratamiento de diversas enfermedades, ha incrementado el interés por su
estudio. La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 80% de los méas de
4.000 millones de habitantes de la tierra confian en las medicinas tradicionales

para suplir sus principales necesidades de salud.

Y dado el hecho de que la enfermedad de Chagas se considera una
enfermedad extremadamente olvidada, ha sido una de las razones que ha
originado la falta de interés en el desarrollo de nuevos medicamentos eficaces
para su tratamiento, lo que explica que se sigan utilizandose farmacos que
fueron comercializados en los afos 70, como es el caso de Nifurtimox y el
Benznidazol, que no solo no estan aprobados por la FDA (Federal Drug
Administration) sino que también producen significativos efectos secundarios
gue hacen que el tratamiento se vuelva mas tedioso para el paciente que

presenta la enfermedad.

Por tanto en aras de buscar alternativas de aprovechamiento y conocer la
presencia de principios activos presentes en la corteza de Alvaradoa
amorphoides Liebm. procedente del municipio de San Juan Opico, en el
departamento de La Libertad, se evalud la actividad tripanocida in vitro de los
extractos etanolico al 95° vy diclorometanico de la especie anteriormente
mencionada en cultivos in vitro de epimastigotes de Trypanosoma cruzi , ya que

estudios anteriores@g) sugieren que los metabolitos activos presentes en las
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especies de Alvaradoa, antraquinonas y cumarinas constituyen una fuente de

compuestos bioactivos con potencial antiparasitario.
La parte experimental del presente trabajo, se dividié en cuatro etapas:

- Obtencion de los extractos por el método Soxhlet

- ldentificacion de las antraquinonas por medio de Cromatografia en Capa
Fina y Prueba de Borntrager.

- Preparacion de diluciones de trabajo a concentraciones de 150 pg/mL,
100 pg/mL y 50 pg/mL para ambos extractos.

- Evaluacién de la actividad tripanocida por medio de Recuento en Camara

de Neubauer.

El proceso experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Investigacion en
Productos en el periodo de Junio a Agosto del afio 2014, posteriormente la
evaluacion tripanocida se realiz6 durante el mes de noviembre, en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas de El Salvador (CICES) .

Por tanto, la importancia de este tipo de investigacion radica en la aportacién de
conocimiento cientifico y a la vez permite promover el uso de plantas

medicinales de una manera eficaz en beneficio de la salud salvadorefa.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

2.2

Evaluar la actividad tripanocida in vitro de los extractos etandlico al 95° y

diclorometanico de la especie vegetal Alvaradoa amorphoides Liebm. (Plumajillo)

Objetivos Especificos

221

222

2.2.3

224

Identificar la especie vegetal por un botanico experto del Jardin

Botanico La Laguna.

Aplicar el método de extraccién Soxhlet para la obtencién de los extractos
etandlico al 95° y diclorometanico de la corteza de Alvaradoa
amorphoides Liebm. y determinar por métodos fitoquimicos la presencia

de antraquinonas en los extractos obtenidos.

Demostrar el posible efecto tripanocida en cultivos in vitro de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi utilizando el método de conteo en

camara de recuento de NeuBauer.

Analizar mediante porcentaje de células muertas la actividad tripanocida

de los extractos etandlico al 95° y diclorometanico.



CAPITULO 1l
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis americana, descubierta por
Carlos Chagas en Brasil en 1909, es una afeccion parasitaria, sistémica,
cronica, transmitida por vectores y causada por el protozoario T. cruzi, con una
firme vinculacion con aspectos socio-economico-culturales deficitarios, con-
siderandosele una enfermedad desatendida. Es una patologia endémica
en 21 paises de las Américas, aunque las migraciones de personas infectadas

pueden llevarle a paises no endémicos de América y el mundo. @3

El principal mecanismo de transmision es vectorial, por hemipteros (chinches),
de la subfamilia Triatominae (con alimentacion hemato6faga). Infectan personas
expuestas a su picadura, al depositar sus heces infectadas en heridas de la piel
0 sobre mucosas. Otras modalidades de transmisién son transfusional, con-

génita, transplantes de érganos u oral.

Segun ECOSALUD, se estima que en la Regién, cerca de 100 millones de per-
sonas estan en riesgo de infectarse, estimando 56.000 nuevos casos anuales

por todas las formas de transmisién, motivando 12.000 muertes anuales. (13)

3.1.1 Transmision de la enfermedad de Chagas

1. Los triatbminos que se encuentran en grietas y ranuras de viviendas se
alimentan de sangre, habitualmente por la noche. Durante la picadura defecan

en la piel del hospedero. En las heces del insecto se encuentran los
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tripomastigotes metaciclicos, que penetran por rascado o frotamiento del mismo

hospedero, ya sea en el sitio de la picadura o en lesiones de continuidad. (a1)
2. Por transfusion sanguinea y transplante de 6rganos. Chagas urbano.

3. De forma congénita. (Vertical o connatal). Se estima que en Latinoamérica
existen unos 2 millones de mujeres en edad fértil, susceptibles de transmitir el
parasito al feto. También se ha indicado que se infectan al menos 15,000
neonatos cada afio en Latinoamérica y 2,000 en Norteamérica. La transmision
se ha acentuado en Europa por la migracion de personas infectadas

provenientes de paises endémicos. (1)
4, Accidentes de laboratorio.

5. Via oral, a través de ingesta de los triatbminos; ingesta de alimentos

contaminados con heces de los artropodos. (1)

Bt 5 )
o (“n & '

Figura N° 1. A. T. dimidiata. B. T. cruzi. Vector y parasito transmisor de la

enfermedad de Chagas. ((Fuente: Uribarren Berrueta T. Enfermedad de
Chagas. Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Medicina, UNAM. México. 2013.)
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Cabe considerar la abundancia de reservorios silvestres, domésticos vy
peridomésticos. Entre los reservorios identificados se encuentran armadillos,

ratones, ratas, ardillas, murciélagos fruticolas, perros, gatos, burros, cerdos.

Un ndmero importante de mamiferos domésticos estan en contacto directo con

los vectores y permanecen en la habitacion humana. (1)

3.1.2 Espectro clinico de la enfermedad de Chagas
3.1.2.1 Fase Aguda

Asintomatica en aproximadamente el 70% de los infectados. Mas frecuente en
nifos. La incubacién es de unos 14 dias y la duracion del cuadro oscila entre 6 -
8 semanas. Se caracteriza por alta parasitemia e invasion tisular
multiparenquimatosa. Durante los primeros 15 dias puede presentarse el
llamado "chagoma de inoculacion”, un nédulo subcutaneo con adenitis regional
en el sitio de la picadura; en casos de inoculacion ocular, es posible identificar
el "signo de Romafia", edema bipalpebral unilateral, con adenitis retroauricular,

caracteristico de la enfermedad, aunque poco frecuente. (41) (32)

Esta fase se puede manifestar con fiebre, linfadenopatias,
hepatoesplenomegalia y mal estado general.

Complicaciones: Miocarditis aguda o meningoencefalitis, principalmente en
nifos, ancianos y sujetos inmunocomprometidos (en éstos, por reactivacion o

infeccion aguda). El 5% de los nifios fallece durante esta etapa. (41), 32
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Figura N° 2. Signo temprano de Romafia. (Fuente: Uribarren Berrueta T. Enfermedad

de Chagas. Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Medicina, UNAM. México. 2013.)

3.1.2.2 Fase Indeterminada (Cronica asintomatica)

Una gran proporcion de pacientes entra en una fase asintomética, de duracion
variable (afios), sin parasitemias detectables. Se han reportado anomalias
anatomicas y funcionales, y muerte subita. Se han implementado técnicas
diagndsticas seroldgicas y de gabinete. Estas personas implican un riesgo alto
en la transmisién transfusional en bancos de sangre y en la connatal de la

madre al producto. (41)

3.1.2.3 Fase Cronica

Alrededor del 30% de los pacientes en fase indeterminada desarrollan la forma
cronica de la enfermedad, que se caracteriza fundamentalmente por

compromiso visceral irreversible.
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El compromiso cardiaco es el mas importante y frecuente de la enfermedad en

la etapa cronica (miocardiopatia chagasica). 1)

33
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Figura N° 3. A. Extrasistole ventricular polifocal. B. Radiografia tor&cica.
Chagas avanzada. (Fuente: Uribarren Berrueta T. Enfermedad de

Chagas. Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Medicina, UNAM. México. 2013.)

Ademas en la etapa cronica se pueden presentan también los megasindromes
a nivel de tubo digestivo que son manifestaciones tardias debidas a la dilatacién

del eséfago o colon. 1)

A B

Figura N° 4. A. Musculo cardiaco con nido de amastigotes. B. Megacolon.

(Fuente: Uribarren Berrueta T. Enfermedad de Chagas. Departamento de

Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. México. 2013.)
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El diagndstico etioldgico de la enfermedad de Chagas se basa en la evaluacién
clinica, epidemiologia y pruebas de laboratorio. Para el diagndstico de
laboratorio, los exdmenes adecuados dependen de la etapa clinica del paciente.

(41)

En la etapa aguda los estudios se centran en la busqueda y reconocimiento de
T. cruzi en sangre (Metodologia: parasitolégica directa), porque en las etapas
iniciales de la enfermedad se encuentran parasitemias importantes y a medida
que transcurre la infeccibn van disminuyendo hasta hacerse minimas vy

aleatorias.

En las etapas crbnicas (inaparente o indeterminada y sintomatica) las
parasitemias son transitorias y por ello el diagnéstico se realiza
fundamentalmente mediante el hallazgo de anticuerpos circulantes contra el T.

cruzi. (a1
3.1.3 Pruebas diagndsticas (31
3.1.3.1 Examinacion al microscopio

Esta se realiza buscando la motilidad del parasito en la sangre no-coagulada
del paciente, lo que es posible solo en la fase aguda cerca de 2 semanas
después de la picadura, permite detectar mas de 60% de los casos en esta
fase. El parasito puede ser también visualizado microscopicamente en un frotis

sanguineo bajo la tinciébn de Giemsa.
3.1.3.2 Xenodiagnéstico

En el diagnéstico basado en la deteccion indirecta del organismo donde el
paciente es intencionalmente picado por el insecto transmisor no contaminado

y, cuatro semanas después, su intestino es examinado en la busqueda de
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parasitos; o por la inoculacion de la sangre del enfermo en animales de
laboratorio (ratones, por ejemplo) y verificacion se desarrollan la enfermedad
aguda. Existen también medios de cultivo especializados (NNN y LIT, por
ejemplo) para el crecimiento y multiplicacion de posibles parasitos que estén en

sangre.

3.1.3.3 Deteccién del ADN del paréasito por PCR.

3.1.3.4 Varias pruebas inmunoldgicas.

3.1.3.5 Deteccidn de anticuerpos especificos contra el parasito en la sangre.
3.1.3.6 Fijaciéon del complemento

3.1.3.7 Hemaglutinacién indirecta

3.1.3.8 ELISA

3.1.3.9 Aglutinacién directa

3.1.3.10 Aglutinacién de particulas

3.1.4 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la enfermedad de
Chagas afecta entre 16 y 18 millones de personas, con unos 100 millones (25%
de la poblacion de Latinoamérica) de personas que estarian en riesgo de

contraer la enfermedad, matando anualmente a cerca de 50 mil personas. (32

Dado que la enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis americana es un
importante problema de salud publica que aflige a amplios sectores de



30

poblacion constituye una infeccion cronica de dificil diagnéstico, manejo y
tratamiento, que plantea una importante carga de morbilidad, mortalidad y

discapacidad, para los paises y la region.

Esta enfermedad asociada a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda y
esta considerada como la enfermedad parasitaria con mayor carga econémica
en Ameérica Latina debido a su prolongada cronicidad. En general, los
programas de control han centrado sus presupuestos y sus estrategias hacia la
eliminacién de los insectos vectores mas asociados al habitat humano, y el
paciente infectado ha sido relegado a un segundo plano. (32)

En El Salvador, desde 1914, cuando se identificé por primera vez el primer caso
de Chagas segun datos la infeccion se ha mantenido sub-diagnosticada por la
falta de estudio y conocimientos de la enfermedad por el personal sanitario sin
embargo, existen estudios epidemiolégicos amplios que indican la extension de
los vectores Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata hasta 1976, la persistencia
de Triatoma dimidiata en los ultimos afios y de la misma poblacion hasta unas
pocas décadas han habido avances en la identificacion de la poblacion
seropositiva por los avances en materia de laboratorio y tamizajes de los
hemoderivados. En la encuesta entomoldgica mas reciente fue realizada entre
el 1999 al 2000 por la Universidad de El Salvador con cooperacion de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). Los indices de dispersion e
infestacion fueron respectivamente de 64.8%, 105 localidades infestadas por
Triatoma dimidiata, de un total de 162 estudiadas y de 20,9%, 480 casas
infestadas entre 2,299 pesquisadas. EI mismo estudio reportd ausencia de
ranchos de paja, elevado porcentaje de propietarios de la vivienda (80%) y uso
irregular de insecticidas de uso doméstico (Baygon: propoxur mas ciflutrin) y de
la agricultura (folidol liquido) en 30,0 a 67,0% de las casas, sin efecto evidente.

32
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En El Salvador, en un estudio realizado en el afio 2005, se encontraron los

siguientes resultados: se encontraban infectadas aproximadamente 232,000

habitantes, y casos nuevos reportados por transmision vectorial es 2,500, y la

tasa de prevalencia anual es de 3,372, y la prevalencia de donantes en los

bancos de sangre es de 2.42 por cada 100, 000 habitantes.

Estos datos indican que el indice de la enfermedad de Chagas en El Salvador

es el mas alto en Centro América y sobrepasa a la de VIH, hepatitis By C y

sifilis. Alrededor de 100 casos agudos de la enfermedad de Chagas se

detectaron anualmente entre 2009 y 2010. (32)

Ao 2004 2005 2006 2007
Serologias
Positivas Total: % Total: % Total: % Total: %
Para:
Hepatitis B 1684 024 196 0,25 226 028 197 0,24
Hepatitis C 171 022 200 0,25 154 0,19 260 032
T. cruzi 2576 33 2228 2,87 1942 24 1746 209
VIH 159 0.2 13 0,14 73 009 83 0,09
Sifilis 548,00 072 h86 0,86 784 1,02 666 083

Figura N° 5. Tamizaje de bancos de sangre. El Salvador 2007. (Fuente: Pefate de

Cornejo A. R., Tobar Gomez K. G. La enfermedad de Chagas como problema
de salud publica a través del tamizaje de los casos positivos de infeccién por
Trypanosoma cruzi en los donantes de los cinco bancos de sangre de la zona
metropolitana de San Salvador. Enero a diciembre 2010. San Salvador, El
Salvador. 2011.)
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3.1.5 Tratamiento

El benznidazol y nifurtimox son los Unicos farmacos de eficacia probada contra
la enfermedad de Chagas. Debido a que el benznidazol es mejor tolerado, esta
droga es considerada por muchos expertos como el tratamiento de primera
linea. Sin embargo, la tolerancia individual varia. Si un farmaco debe

interrumpirse, el otro se puede utilizar como una alternativa. (s)

Ambos farmacos no estan aprobados en los Estados Unidos; pero ambos se
pueden obtener a partir del CDC (Centro para el Control y la Prevencion de

Enfermedades) y deben ser utilizados bajo protocolos de investigacion. ()

Benznidazol (Inicialmente comercializado como Radanil, Rochagan, Roche 7-
1051), introducido en 1971, es un derivado nitroimidazol activo tanto contra las
formas tripomastigote y amastigote. Suele ser mejor tolerado por los pacientes.

(32)

Benznidazol esta indicado como linea terapéutica alterna al Nifurtimox (cuando
se presenten reacciones farmacologicas adversas) en el tratamiento de

Trypanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. Espectro: T. cruzi. (3)
Dosis

- Adultos: tratamiento de Chagas agudo: VO 5mg/Kg de peso corporal al
dia dividido en 2 dosis durante 30 dias.
- Tratamiento de casos de Chagas agudo complicado: VO 25mg/Kg de

peso corporal al dia dividido en 3 dosis durante 60 dias.
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- Tratamiento de casos de Chagas congénito: VO entre 0,8-25mg/Kg de
peso corporal al dia dividido en 3 dosis durante 60 dias.

- Nifios de 1 a 15 afios de edad: VO 10mg/Kg de peso corporal al dia
dividido en 2 dosis durante 30 dias.

- Menores de 1 afio: 10mg/Kg al dia dividido en 2 dosis durante 30 dias

- Tratamiento de casos de Chagas agudo complicado: VO 10mg/kg de
peso corporal al dia dividido en 2 dosis durante 30 dias.

- Tratamiento de casos de Chagas congénito: VO entre 5-10mg/kg de

peso corporal al dia dividido en 2 dosis durante 30 dias. (3)
Farmacocinética

Se absorbe aproximadamente el 92% de la dosis oral. Se une en un 44% a
proteinas totales. El nivel de concentracion maxima ocurre aproximadamente a

las 3 a 4 horas. Su ti2 es aproximadamente 10 a 14 horas.
Precauciones

- Embarazo: no se ha establecido su seguridad; sin embargo esta
contraindicado en gestantes.

- Lactancia: no se conoce si se excreta en la leche materna.

- Pediatria: no se han descrito problemas hasta la fecha; sin embargo se
ha reportado menor toxicidad en nifios que en adultos.

- Geriatria: no se han descrito problemas hasta la fecha.

- Insuficiencia renal y hepética: no se han descrito problemas. (3)

Reacciones adversas

Frecuentes: Rash alérgica, dermatitis alérgica, polineuropatia periférica (dosis

dependiente), disturbios gastrointestinales, disturbios psiquicos. (3) (42)
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Nifurtimox (Lampit, Bayer 2502), introducido en 1965, es un compuesto de los
nitrofuranos, también con actividad contra tripomastigotes y amastigotes. Suele

tener mayores reacciones adversas sobre los pacientes. (31

Nifurtimox esta indicado como primera linea terapéutica en el tratamiento de

Trypanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. Espectro: T. cruzi.i27)
Dosis

- Adultos: tratamiento de Chagas agudo: VO 10mg/Kg/dia dividido en 3
dosis por 60 dias.

- Tratamiento de casos de Chagas agudo complicado: VO 25mg/Kg/dia
dividido en 3 dosis durante 60 dias.

- Nifios: de 1 a 15 afios de edad: VO 15mg/Kg/dias dividido en 3 dosis
durante 60 dias.

- Menores de 1 afio: 20mg/Kg./dias dividido en 3 dosis durante 60 dias.

- Tratamiento de casos de Chagas congénito: VO entre 8-25mg/Kg. de

peso corporal al dia dividido en 3 dosis durante 60 dias. (27
Farmacocinética

Absorcion en el Tracto gastrointestinal es baja. El nivel de concentracion
méaxima ocurre aproximadamente a las 2 horas. Presenta metabolismo
hepético. Solo pequefas cantidades han sido encontradas sin cambios en la

orina. El ti2 es aproximadamente 3 horas.
Precauciones

- Embarazo: No se ha establecido su seguridad; sin embargo esta
contraindicado en gestantes.

- Lactancia: No se conoce si se excreta en la leche materna.

- Pediatria: Puede producir aberraciones cromosomicas.

- Geriatria: No se han descrito problemas hasta la fecha.
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- Insuficiencia renal: Se sugiere reduccion de la dosis.

- Insuficiencia hepatica: Debido a su metabolismo hepético se sugiere
ajuste de dosis.

- Deficiencia de G6PD: puede ocurrir anemia hemolitica.

- Desordenes neurolégicos: historial convulsivo.

- Enfermedad pulmonar. 27
Reacciones adversas

Se observan en un 40 a 70% de los pacientes tratados, son mas frecuentes al

aumentar la edad.

- Frecuentes: Intolerancia gastrointestinal (vOmitos), anorexia, pérdida de

memoria, debilidad, parestesias, polineuritis.

- Raras: Toxicidad del SNC (que puede obligar a suspender el tratamiento)
incluyendo confusién, ataxia, nistagmo, excitacion, insomnio, irritabilidad,
psicosis, convulsién, fiebre, infiltracion pulmonar, rash cutaneo,

neuropatia periférica, eosinofilia, leucopenia, impotencia. (27 (42)

El benznidazol y nifurtimox son a la vez mutagénicos y se ha informado que

aumentan el riesgo de linfomas en animales de experimentacion.

3.1.5.1 El tratamiento en la fase crdénica

En la década de 1990, 2 ensayos aleatorios, doble ciego, controlados con
placebo de benznidazol para nifios de 6 afios a 12 afos con infeccién por T.
cruzi asintomaticos demostro aproximadamente el 60 % de eficacia, los nifios
tratados también mostraron una marcada reduccion en xenodiagnosticos
positivos en comparacion con el grupo placebo. El benznidazol fue bien tolerado

en estos ensayos pediatricos. Junto con la creciente experiencia clinica en toda
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América Latina, estos estudios llevaron a las recomendaciones para el
diagnostico precoz y la terapia antitripanosémica para todos los nifios

infectados. ()@s)

En una reciente publicacion de un ensayo no ciego y no aleatorizado, el
tratamiento con benznidazol parecio retrasar el desarrollo y progresion de la
miocardiopatia chagasica en adultos. Sobre la base de estos y otros datos, una
serie de expertos en la actualidad recomienda el tratamiento de adultos con
infeccion por T. cruzi cronica en ausencia de miocardiopatia chagasica
avanzada. Un ensayo multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo de benznidazol para los pacientes con insuficiencia renal leve a
moderada miocardiopatia chagasica esta actualmente en curso. Los datos de
este estudio deberian ayudar a aclarar las decisiones de tratamiento para este

grupo de pacientes. ()

3.2 Estructura celular de T. cruzi

T. cruzi es un organismo unicelular eucariota, por lo tanto, posee un nucleo
asociado a la membrana nuclear, membrana plasmatica, aparato de Golgi y
reticulo endoplasmatico. Sin embargo, al igual que otros miembros del orden
kinetoplastida, T. cruzi posee una serie de estructuras celulares particulares
(Figura 5). T. cruzi posee una Unica mitocondria, cuyo ADN se encuentra en el
interior de una estructura suborganular muy caracteristica denominada
kinetoplasto. EI ADN del kinetoplasto esta formado por una red interconectada
de cientos de moléculas circulares de ADN, los minicirculos y los maxicirculos.

(40)

En T. cruzi, como en la mayoria de tripanosomatidos, la glucolisis ocurre

fundamentalmente en organulos especializados en forma de vesiculas que
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contienen enzimas glucoliticas y rodeadas de membrana denominados
glicosomas. Ademas, posee organulos especializados en el almacenamiento,
como los acidocalcisomas, donde almacena cationes, y el reservosoma, en el
gue almacena macromoléculas que toma del medio y que seran empleadas en
el proceso de diferenciacidon de la forma epimastigote a la forma tripomastigote.
T. cruzi presenta un citoesqueleto peculiar, ya que éste debe ser capaz de
dirigir enormes cambios morfologicos y el crecimiento y movilidad del flagelo. El
citoesqueleto esta formado principalmente por microtubulos que se encuentran
distribuidos por toda la célula inmediatamente después de la membrana

plasmatica, por ello, se denominan subpeliculares. (o)

Estan formados por la proteina tubulina, y se encuentran interconectados entre
si y con la membrana plasmética, lo cual, confiere al parasito una gran
resistencia mecanica, a cambios de temperatura e incluso a farmacos. T. cruzi
se caracteriza por poseer un unico flagelo muy caracteristico que varia de
longitud, desde 20 um hasta menos de 2 um, en las diferentes etapas del ciclo

vital del parasito.

El flagelo esta rodeado por una membrana especial que es rica en esteroles y
esfingolipidos y se sujeta por un cuerpo basal y probasal que se encuentra en el
interior de la célula. En la zona en la que el flagelo penetra a la célula se forma
una invaginacion entre la membrana plasméatica pelicular y la membrana
flagelar que se conoce como bolsillo flagelar. Esta zona es rica en receptores y
se piensa que es muy importante en el trafico vesicular y la captacion de

nutrientes. o)

Cerca de este bolsillo flagelar aparece otra pequefia invaginacion denominada
citostoma, comun en otros grupos de protozoos, y que esta implicada en la

captacion de nutrientes.
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Figura N° 6. Estructura celular de la forma tripomastigote de T.cruzi. (Fuente:

Torres Pastor E. Disefio, Sintesis y Evaluacién bioldgica de nuevos derivados
de 1,4-di-N oxido de quinoxalina como potenciales agentes antichagasicos.

Facultad de Farmacia. Universidad de Navarra. 2013.)

3.2.1 Morfologia de T. cruzi

Las poblaciones de T. cruzi circulan en la naturaleza entre el insecto vector y
los reservorios mamiferos, incluido el hombre. A lo largo de su ciclo vital sufren
alteraciones morfolégicas y bioguimicas para adaptarse al medio en el que se
encuentran. Las diferentes morfologias que adquiere T. cruzi se clasifican en
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funcion de su aspecto general, de la manera en que el flagelo emerge del
cuerpo celular y de la posicion relativa de dos importantes estructuras celulares:
el nacleo y el kinetoplasto. Asi, como se muestra en la Figura N° 7, T. cruzi

adquiere 3 morfologias diferentes principales durante su ciclo de vida. (4o)

Pm—
010mm

Figura N° 7. Morfologias de T. cruzi, a) Forma amastigote; b) Forma
epimastigote; c¢) Forma tripomastigote. 1: kinetoplasto; 2:

Nucleo; 3: Flagelo. (Fuente: Torres Pastor E. Disefio, Sintesis y
Evaluacion biolégica de nuevos derivados de 1,4-di-N oxido de
quinoxalina como potenciales agentes antichagasicos. Facultad de
Farmacia. Universidad de Navarra. 2013.)

- Amastigote: Se trata de una forma esférica u ovalada de unas 2 ym de
diametro. Posee un nucleo voluminoso y un kinetoplasto del que nace un
flagelo corto que no sale al exterior. Es la forma reproductiva en el

interior de las células mamiferas.

- Epimastigote: En esta fase T. cruzi adquiere una morfologia fusiforme y
una longitud de unas 20 ym. El nucleo es grande y el kinetoplasto se
sitla delante o al nivel del nucleo. A partir de él nace una membrana
ondulante corta que acaba en un flagelo libre. Presenta una elevada
movilidad. Es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los vectores

invertebrados y en medios de cultivo. 40
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- Tripomastigote: Presenta una morfologia fusiforme y mide
aproximadamente 20 ym de longitud. Presenta un gran nucleo central
vesiculado y un Kkinetoplasto subterminal posterior al nucleo. Del
kinetoplasto surge una membrana ondulante que recorre todo el cuerpo
del parédsito y emerge como un flagelo libre en la parte anterior del

cuerpo.

En funcion del tejido que colonizan se distingue entre:

A. Tripomastigote sanguineo: Es la forma que aparece en la sangre de los

vertebrados infectados. Es capaz de infectar células y no puede replicarse.

B. Tripomastigote metaciclico: Es la forma que aparece en la luz intestinal y
posteriormente en las heces del insecto vector y es la que se transmite al

hospedador vertebrado. (40
3.2.2 Ciclo biolégico de T. cruzi

En general, la infeccion se propaga a los seres humanos cuando un insecto
infectado deposita heces en la piel mientras que la persona esta durmiendo en
la noche. La persona a menudo se frota las picaduras, introduciendo
accidentalmente las heces en la herida, un corte abierto, los ojos o la boca. Los
animales pueden infectarse de la misma forma y también contraen la

enfermedad comiendo un insecto infectado. 32

El ciclo biolégico se completa al infectar la sangre y otros tejidos de los
reservorios y en el tubo digestivo de los vectores, en estos ultimos sufre

distintas transformaciones.

En el humano, el parasito transmitido al hospedador vertebrado en las heces

del insecto es llamado en esta etapa tripomastigote metaciclico. En la sangre, el
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parasito se observa como un tripomastigote fusiforme, en forma de "C" o de "S"
de 20 uym de largo por 1 um de anchura. Durante esta etapa, el tripomastigote

no se multiplica en la sangre del hospedero. (32

Cuando el parésito infecta las fibras del musculo cardiaco estriado o a los
fagocitos, se acorta el flagelo y se transforma en un amastigote redondo de 2 a
5 um de diametro y con un flagelo externo muy corto o inexistente, este se
multiplica por medio de fision binaria formando "racimos” o "nidos" que se

acumulan en la célula huésped hasta que esta se rompe.

Los parasitos liberados de la célula se convierten en promastigotes y
tripomastigotes, estos son liberados a la sangre circulante, son de un tamario
total que varia entre 15y 20 um tienen flagelo libre, un cinetoplasto voluminoso,
terminal o subterminal que contiene el 30% del ADN del parasito, y un ndcleo
oval. Estos tripomastigotes pueden infectar otras células, pero no son capaces
de multiplicarse en la sangre ya que la Unica forma replicativa en el vertebrado
es la forma amastigote intracelular e invaden otras células, para repetir el ciclo.

(32)
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Figura N° 8. Ciclo biologico de T. cruzi. (Fuente: Uribarren Berrueta T. Enfermedad de

Chagas. Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,

UNAM. México. 2013.)

3.2.3 Patogenia

Las lesiones que produce T. cruzi dependen de las caracteristicas del parasito y

del hospedero. 41

Son factores asociados al pardasito: Polimorfismo, tropismo, virulencia,

constitucién antigénica, cantidad de parasitos.



43

- Son factores relacionados con el hospedero: Constitucion genética, sexo,
edad, especie, raza, infecciones asociadas, estado nutricional y

respuesta inmune.

La evolucion de la enfermedad de Chagas desde su forma asintomatica hacia la
sintomatica es muy controvertida. Las hipotesis que correlacionan las lesiones

histopatolégicas, son:
1. Presencia del parasito con el consecuente proceso inflamatorio cronico.
2. Mecanismos de sensibilizacion (autoinmunidad).

3. Lesiones en células no parasitadas desencadenadas por trastornos

isquémicos o metabdlicos, debidos al proceso inflamatorio. (4o)

3.3 GENERO Alvaradoa

3.3.1 Generalidades del genero Alvaradoa

La familia Simaroubaceae, se encuentra ubicada dentro de las angiospermas,
en el grupo de las dicotiledoneas, clase Magnoliopsida y el orden Sapindale.
Dicha familia, esta basicamente compuesta de alrededor de 22 géneros y 170

especies en el mundo, la mayoria en zonas tropicales. ()

Las especies pertenecientes a esta familia se caracterizan por el sabor amargo
de sus cortezas, ramas y hojas. Hojas compuestas imparipinnadas, rara vez

simples, alternas y con foliolos de bordes enteros y coriaceos al tacto, de base
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asimétrica; casi todas las especies tienen foliolos pequefios terminales a
diferencia de la familia Sapindaceae, con quien se puede confundir.(se)

Alvaradoa es un género americano con la presencia de cinco especies, cuatro
en México y América Central (Entre ellas, Alvaradoa amorphoides), Florida y el
Caribe y una en Sudamérica (Bolivia y Norte de Argentina). La mayoria de las
especies de Alvaradoa prefieren habitats rocosos, vegetacion abierta y bosques

Secos. (16)
3.4 ESPECIE Alvaradoa amorphoides Liebm.
3.4.1 Informacidon Taxondmica (17

- Reino: Plantae

- Filo: Magnoliophyta

- Clase: Magnoliopsida

- Orden: Sapindales

- Familia: Simaroubaceae
- Género: Alvaradoa

- Especie: amorphoides
Nombres Comunes de A. amorphoides Liebm.

- Cola de Zorro, Palo de Sobo, Plumaijillo (El Salvador); Palo de hormigas,
Plumajillo, Cola de ardilla. (Guatemala); Zorra (Honduras); Rabo de

ardilla (Costa Rica). 43)

3.4.2 Descripcioén botanica de A. amorphoides Liebm.

- ARBOL: Es un arbol pequefio a mediano, de hojas cedizas, que alcanza
una altura de 20 metros y un diametro de 28 cm. Se ramifica desde el

medio o alto en el tallo. La corteza es de color gris claro a anaranjado,
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con grietas finas verticales y hendiduras horizontales. La corteza interior
es delgada, de color rojo cafesoso con rayas blancas y de sabor
astringente. Las ramitas son de color gris oscuro, con muchos puntos y
lineas verrugosas cafesosos (lenticelas) y grietas longitudinales. El
nuevo crecimiento tiene pelillos finos y la cicatriz foliar es oscura. Las

hojas estan apifiadas en el apice de la ramita. (3)

K o SRS
= :‘“ / 2 “J..\.\ ,‘/,._;T 2
Figura N° 9. Arbol de A. amorphoides Liebm.

HOJAS: Las hojas alternas, imparipinnadas tienen de 6 a 32 cm. de
largo. El eje central mide de 5 a 34 cm. de largo y sostiene ente 8 a 50
hojuelas, alternas en el raquis, con peciolos de 1 a 2 mm de largo. Las
laminas son de forma oblonga, de 1 a 3.8 cm. de largo y de 4 a 13 mm
de ancho, de borde liso. El apice es redondeada u obtusa. El haz es
verde mate lampifio y el envés es verde blancuzco y cubierto de pelillos

finos. (43
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Figura N° 10. Hojas de A. amorphoides Liebm

FLORES: Las flores masculinas estan en distintos arboles (dioicas) en
grupos florales alargado (racimos). Los racimos masculinos miden como
de 20 cm. de largo y los racimos femeninos, hasta 13 cm. de largo. Las
flores pequefas, en pedicelos cortos, tienen 5 sépalos cortos, apenas
unidos, pero no tienen pétalos. Las flores masculinas tienen 5 estambres.
Las flores femeninas, muy apifiadas en racimos semejantes a plumas,

tienen el pistilo con ovario de 2 o0 3 celdas y de 2 o 3 estilos.

Figura N° 11. Inflorescencias de A. amorphoides Liebm. (Fuente: Witsberger D.,

Current D., Archer E. Arboles del Parque Deninger. Ministerio de Agricultura y

Ganaderia. Primera Edicién. San Salvador, El Salvador. 1982.)
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FRUTOS: Los frutos (samaras) son de forma lanceolado-eliptica, de 1 a
1.5 cm. de largo y de 3 mm de ancho, aplanados y contiene una semilla
en la base y una ala hacia el apice. Su color es café al madurarse, y
estan densamente cubiertos por pelos blancos largos. La semilla eliptica

mide como 4 mm de largo. Los frutos son dispersados por el viento. (3)

Figura N° 12. Frutos de A. amorphoides Liebm.

CORTEZA: La albura es de color café. EI duramen generalmente esta
ausente o no se distingue bien de la albura. La madera es de peso
mediano, la textura mediana, y es facil de trabajar. Se informa que se la

aprecia para lefia por que se quema despacio y por mucho tiempo. 43

Figura N° 13. Corteza de A. amorphoides Liebm.
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3.4.3 Distribucion de A. amorphoides Liebm.

Es un arbol comun del bosque seco. Crece en elevaciones bajas, desde el nivel
del mar hasta 1400 m, en climas secos a humedos. Crece en suelos arenosos a
franco arcillosos, bien drenados, pH 6-7. Tolera suelos pobres y pedregosos. Se
distribuye de modo natural de Florida a México, Cuba, América Central, Bolivia

y Argentina. (2)

Figura N° 14. Distribuciéon potencial de A. amorphoides en Centroamérica.

(Fuente: Barrance A., Beer J., Boshier D. H., y colaboradores. Arboles de

Centroamérica. Un Manual para Extensionistas. Revision en Espafiol. 2003.)

Clima y Suelo en condiciones

naturales
) _ 400-1200 Suelos
Pluviometria L Arenosos a
MY A . _-'I,_:|-E_-:r-||_:|'_L_.;|:_:.‘_t~| a
Textura | Franco
Franco
Estacién seca | 3-7 meses arcillosos o
: arcillosos,
L . aungue tolera
Alcitud 0-14000 m | pH Hh-7 ."-] .
suelos pobres
T media anual | 24-28 *( | Drenaje | Bueno v pedregosos

Figura N° 15. Condiciones de crecimiento de A. amorphoides Liebm. (Fuente:
Barrance A., Beer J., Boshier D. H., y colaboradores. Arboles de

Centroamérica. Un Manual para Extensionistas. Revision en Espafiol. 2003.)
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3.4.4 Usos etnobotéanicos de A. amorphoides Liebm.

En Yucatan, la decoccion de la corteza se bebe como ténico para el tracto
digestivo y se aplica en enfermedades de la piel, la decoccion de las hojas se
toma en las quejas urinarias. Las hojas se mezclan con miel y la seda del maiz
para detener hemorragias. Las hojas se colocan en bafios de agua tibia para

pacientes reumaticos. @7)

3.5 Estudio Fitoquimico de A. amorphoides Liebm. (39)

En un estudio fitoquimico realizado a la especie A. amorphoides en el afio 1980,

se investigd, en forma general, los principios activos que esta contenia.

Después de observar los resultados de las diferentes columnas cromatograficas
y las correspondientes cromatografias en capa fina, el trabajo se orienté hacia

el estudio de 3 compuestos: B-sitosterol, cumarinas y antraguinonas. (o)

En las ultimas fracciones del extracto original de corteza y fraccion B del
extracto de hojas, fueron detectados por cromatografia en capa fina (silica gel)
un compuesto que eluido con acetona-metanol presentaba un marcado caracter
polar y caracteristico de glucédsido. Este glucésido después de haber sido
saponificado dio como resultado un residuo insaponificable al cual se le practico
una cromatografia en capa fina en donde aparecieron diferentes manchas.
Queriendo investigar que compuestos habia en esta capa fina, se inici6 esta
busqueda con un patrén de B-sitosterol partiendo de que este compuesto es
abundante en las plantas superiores. Entre las manchas del residuo, una dio un

Rf del mismo valor que el del patrén, asi como una coloracion con tonalidad
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semejante, por lo que se sospechd la presencia de [-sitosterol en forma de

glucésido en esta planta. (39)

En las fracciones 40-48 de los extractos etandlicos de corteza que se eluyeron
con benceno-acetona (8:2) en una columna cromatografica, se detectd un
producto que se aislé por cromatografia en capa gruesa. Una vez purificada por
re cristalizacion se le determiné su punto de fusion, analisis elemental y los
correspondientes espectros IR y RMN, evidenciando asi, la presencia de

cumarinas. (39

La prueba final de la estructura de la sustancia se realizé al metilarla con SO4
(CHs)2, en donde el OH" se convierte en metoxi, dando la cumarina conocida
por HERNIARINA, lo que se comprobd por cromatografia en capa fina, dando

idénticos Rf para disolventes diferentes (metanol-cloroformo 8:2; 7:3; 5:5). (39)

HO NP MeO 0. 0

Umbeliferona Herniarina

Figura N° 16. Metabolitos encontrados en los extractos de A. amorphoides

Liebm. (Fuente: Toledo Mendoza R. A., Estudio Fitoquimico de Alvaradoa

amorphoides (Cola de zorro). Universidad de El Salvador. 1980.)

En las fracciones 8-10 y 11-17 del extracto etandlico de corteza y fraccion 8-10
del extracto cloroférmico de corteza, se aislo otro compuesto por cromatografia
sobre silica gel al cual, de acuerdo a su analisis elemental y espectro de masas

(M/e 254) le corresponde una formula empirica de C1sH100a. (39)



51

La antraquinona, que es un derivado dihidroxi mono metil, parece ser un nuevo
miembro de este tipo de compuesto para los que se propone, en principio la
siguiente estructura y el nombre ALVARADONA de posibles propiedades

anticancerigenas segun su estructura. (39

O HO
“ -
|

OH O
Alvaradona

Figura N° 17. Nueva antraquinona aislada de A. amorphoides Liebm. (Fuente:
Toledo Mendoza R. A., Estudio Fitoquimico de Alvaradoa amorphoides (Cola

de zorro). Universidad de El Salvador. 1980.)
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

La presente investigacion se clasific6 como: Experimental, Retrospectivo y

Prospectivo.

Experimental: porque a partir de los resultados obtenidos en el
laboratorio y utilizando pruebas in vitro se pudo evaluar la posible

actividad tripanocida de A. amorphoides Liebm.

Retrospectivo: porque esta basada en estudios anteriores de la actividad

tripanocida del género Alvaradoa.

Prospectivo: proyectandose a que los resultados obtenidos sean de
utilidad y aplicacion en el futuro como una nueva alternativa para el

tratamiento natural de la enfermedad de Chagas.

4.2 Investigacion bibliografica

Se llevé a cabo la busqueda y revision de informacién en los siguientes lugares:

Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco” de la Facultad de Quimica y Farmacia
de la Universidad de El Salvador

Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador

Biblioteca de la de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)
Biblioteca y Herbario del Jardin Botanico La Laguna

Internet
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4.3 Investigacion de campo

- Universo: especies vegetales con antecedentes de actividad

tripanocida.

- Muestra: corteza de A. amorphoides Liebm.

4.3.1 Trabajo de campo

Se recogié una muestra de aproximadamente 4 Kg de la corteza de A.
amorphoides Liebm., en el municipio de San Juan Opico del departamento de
La Libertad, que posteriormente fue llevada al Laboratorio de Investigacion en

Productos donde se obtuvieron los respectivos extractos.

4.3.2 Identificacion taxonémica de la especie vegetal

Posterior a la recoleccion de la especie vegetal, se tom6é una muestra
representativa de la misma y se llevé al Jardin Botanico La Laguna donde se

realiz6 la respectiva identificacion taxondmica de la especie vegetal.

4.4 Parte Experimental

4.4.1 Tratamiento de la muestra

El tratamiento de la muestra se inicidé cortando en fresco la corteza en trozos
pequefios y colocandolos sobre una bandeja metélica. Se le retiré la humedad
gue poseia colocandola en estufa a una temperatura entre 40° C y 60° C.
Posteriormente a ello se realizo la molienda de la muestra seca y se coloco en

bolsas plasticas debidamente rotuladas para su posterior uso.
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4.4.2 Obtencion de los extractos de la corteza de Alvaradoa amorphoides
Liebm.

4.4.2.1 Extraccion de la corteza de Alvaradoa amorphoides Liebm. con

etanol al 95°

- Se tomo 100 g de la corteza molida de A. amorphoides Liebm.

- Se extrajo en un Soxhlet con 0.5 L de etanol al 95° durante 12 horas.

- Este procedimiento se repitio con otros 0.5 L de etanol al 95° hasta
agotar la muestra.

- El extracto obtenido se concentrd en rotaevaporador a presion reducida,

hasta eliminar el etanol.

4.4.2.2 Extraccion de la corteza de Alvaradoa amorphoides Liebm. con

diclorometano

- Se tomo 100 g de la corteza molida de A. amorphoides Liebm.

- Se extrajo en un Soxhlet con 500 mL de diclorometano durante 48
horas.

- El extracto obtenido se concentré en rotaevaporador a presion reducida,

hasta eliminar el diclorometano.

Nota: En ambas extracciones se report6 la cantidad de extracto obtenido.
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4.4.3 Identificacién de Antraquinonas presentes en los extractos mediante
la Prueba de Borntrager y Cromatografia en Capa Fina.

4.4.3.1 Prueba de Borntrager

Se colocd 25 mL de extracto etandlico en una ampolla de separacion y se
extrajo con 15 mL de Benceno, se agito cuidadosamente y se dej0 en reposo
hasta la separacion de las dos capas. La fase etandlica se elimin6. A la fase
bencénica se agreg6 5mL de Hidroxido de Amonio y se agito. La formacion de

un color rojo indica la presencia de antraguinonas.

NOTA: Efectuar la prueba en cAmara de extraccion de gases. De igual manera

se realiz6 esta prueba con el extracto diclorometénico.
4.4.3.2 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina se realiz6 sobre una cromatoplaca de silica gel,
tomando en cuenta condiciones especificas que se describen a continuacién en
la Tabla N° 1

Tabla N° 1. Condiciones para realizar cromatografia en capa fina

_ ) Cromatoplaca de Silica Gel G de 0.25 mm de espesor y 20 cm X
Fase Estacionaria ) .
20 cm, con cubierta de Aluminio.

Eter de petroleo: Acetato de etilo: Acido férmico

Fase Movil
(7.5:2.5:0.1)
e Extracto etandlico al 95°de la corteza de Alvaradoa
amorphoides Liebm.
Muestra ] )
e Extracto diclorometanico de la corteza de Alvaradoa
amorphoides Liebm.
Revelador Hidréxido de Potasio 10 %

Evidencia Manchas color rojo
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4.4.4 Preparacion de las diluciones de los extractos de Alvaradoa

amorphoides Liebm.

Preparacion de las diluciones de los extractos.

e Dilucion a concentracién 125 pug/mL

0.125 g de extracto etanélico ——» 100 mL (1250 pg/mL)
125000 pg de extracto etandlico l

1 mL — 10 mL (125 pg/mL)

0.125 g de extracto diclorometanico ——» 100 mL (1250 pg/mL)
125,000 ug de extracto diclorometéanico l

1 mL— 10 mL (125 pg/mL)
e Dilucion a concentracién 100 pg/mL
0.100 g de extracto etandlico —— 100 mL (1000 pg/mL)

100,000 ug de extracto etandlico

1 mL — 10 mL (100 pg/mL)
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0.100 g de extracto diclorometanico =—— 100 mL (1000 pg/mL)
100,000 pg de extracto diclorometanico l

1 mL— 10 mL (100 pg/mL)
e Dilucion a concentracion 50 pug/mL

0.050 g de extracto etandlico —— 100 mL (500 pg/mL)
50,000 ug de extracto etanolico 1

1mL — 10 mL (50 pg/mL)

0.050 g de extracto diclorometanico —— 100 mL (500 pg/mL)
50,000 ug de extracto diclorometanico l

1 mL—— 10 mL (50 pg/mL)

NOTA: Los balones conteniendo la muestra se mantuvieron cubiertos con papel
carbon. Se obtuvieron tres diluciones del extracto etandlico al 95° y tres

diluciones del extracto diclorometanico, obteniendo un total de seis muestras.
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4.4.5 Determinacién de la posible actividad tripanocida de los extractos de

Alvaradoa amorphoides Liebm

Para la realizacion de la evaluacién de la actividad tripanocida se requirieron las

siguientes condiciones:

- Medio de cultivo utilizado para el ensayo: Medio Infusion de Higado-
Triptosa/ Liver Infusion Tryptosa (LIT)

- Volumen de muestra: 100 L

- Numero de células de T. cruzi inoculadas: 200 x 10 células por mililitro
de medio LIT.

- Temperatura de Incubacion: 25°C + 0.3°C

- Periodo de Incubacion: 48 horas

- Tubos Ependorff de 2 mL

4 ) 4 ™ 4 )

Se colocaron 100 A cada uno de los Los tubos se

L  de las seis S taparon e
muestras a evaluar tlu?ﬁf (Sji Iﬁ/lzg;g'(m.or incubaron a una
en tubos Ependorff temperatura de

gue contiene 200 x

de 2 mL p 25°C %= 0.3°C por
. 104 células de :

previamente : un periodo de 48

rotulados. Trypanosoma cruzi horas.

N J - J N J

NOTA: Realizar este procedimiento en cabina de flujo laminar. El nUmero de
células inoculadas de T. cruzi y el procedimiento utilizado fue proporcionado
por la Licda. Ana Maricela Mejilla Villacorta del Laboratorio de Biologia
Molecular del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de El Salvador
(CICES).

Transcurrido el periodo de incubacion, se realizé el conteo en Camara de
Neubauer, contando la cuadricula central en su totalidad para asi determinar el
porcentaje de células muertas de T. cruzi. Este procedimiento se realizd por

duplicado para cada muestra.
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4.5 Andlisis estadistico

En el disefio estadistico, se analizaron los datos con base a media aritmética,
desviacidon tipica, coeficiente de variacién, porcentaje de sobrevivencia y

porcentaje de células muertas utilizando Microsoft Office Excel 2013.

Posteriormente se realizé un andlisis comparativo de coeficientes de variacion,
con la finalidad de comprobar si existia una diferencia significativa entre la
actividad tripanocida de cada muestra evaluada y asi determinar qué tan
confiable es el método utilizado para dicho estudio. Asi mismo se realiz6 la
comparacion de resultados obtenidos con el articulo “Evaluacion de la actividad
tripanocida y antibacteriana de extractos de Alvaradoa subovata Cronquist’

realizado por M. Laura Martinez, y colaboradores, en al afio 2013.(19)
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4.5.1 Media Aritmética

Es la suma de todos los valores de la variable dividida entre el niUmero total de

elementos. (o)

> X

i=1

X =
n
Donde:
Xi = Muestra individual
n = Numero de muestras

., = Sumatoria desde muestra 1 a n niUmero de muestras

4.5.2 Desviacion tipica

Es la mas importante de las medidas de dispersion; puede definirse como la
raiz cuadrada de la media aritmética del cuadrado de las desviaciones de cada

valor de la variable con respecto a la media. o)

G — {z(m —X)2

\J n—1

Donde:

S = Desviacion tipica

Xi = Muestra individual

X = Promedio de muestras
n = Numero de muestras

., = Sumatoria desde muestra 1 a n nUmero de muestras
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Cuanta méas pequefa sea la desviacion tipica mayor sera la concentracién de

datos alrededor de la media.

4.5.3 Coeficiente de Variacién

En estadistica el coeficiente de variacién a distintas escalas pero que estan
correlacionadas estadisticamente y sustantivamente con un factor en comun.
Es decir, ambas variables tienen una relacidén causal con ese factor. Su férmula
expresa la desviacion estandar como porcentaje de la media aritmética,
mostrando una mejor interpretacion porcentual del grado de variabilidad que la

desviacion tipica o estandar.(3o)
A mayor valor de coeficiente de variacion (C.V.) mayor heterogeneidad de los
valores de la variable; y a menor C.V., mayor homogeneidad en los valores de

la variable.

El coeficiente de variacion es la relacion entre la desviacion tipica de una

muestra y su media.(3o)

CVv

XRilw

X 100%

Donde:

CV= Coeficiente de variacion
S = Desviacion tipica estandar
X = Promedio de muestras

100 % = Valor constante
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Recoleccion, preparacion e identificacion del material vegetal.

De la especie vegetal colectada se llevd una muestra al Jardin Botanico La
Laguna, donde fue identificada por el botanico Dagoberto Rodriguez, la cual
correspondia a Alvaradoa amorphoides Liebm., tal como se presenta en el
Anexo N° 1.

Figura N° 18. Muestras de ramas con hojas y corteza de A. amorphoides

Liebm. colectadas en el municipio de San Juan Opico.

El material vegetal de A. amorphoides Liebm. se fraccion6 en partes pequefias
y se secO en una estufa a una temperatura de 40° C. Posteriormente la corteza
seca fue reducida a polvo en un molino de drogas, la droga molida se guardo en

bolsas plasticas previamente identificadas.
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E F

Figura N° 19. Ay B. Fraccionamiento de la corteza. C. Proceso de secado. D
y E. Molienda de la corteza. F. Cantidad de corteza en polvo

obtenido de A. amorphoides Liebm.
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5.2 Obtencién de los extractos etandlico al 95°y diclorometanico.

Después de haber obtenido los diferentes extractos de la corteza de A.
amorphoides Liebm. y posteriormente concentrados en un rotaevaporador se

obtuvieron los siguientes resultados:

EXTRACTO ETANOLICO AL 95°
Cantidad de extracto etanélico obtenido: 1.0 L

De este total se tomaron 500 mL para luego evaporar el etanol mediante el uso

de un rotaevaporador del cual se obtuvieron 20.2 gramos de extracto resinoso.

EXTRACTO DICLOROMETANICO
Cantidad de extracto diclorometanico obtenido: 500 mL

De este total se tomaron 250 mL para luego evaporar el diclorometanico
mediante el uso de un rotaevaporador del cual se obtuvieron 6.96 gramos de

extracto resinoso.

- - | S

Figura N° 20. Obtencion de los extractos etandlico al 95° y diclorometanico por
Método Soxhlet.
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Figura N° 21. Eliminacién de los solventes de los extractos etandlico al 95° y

diclorometanico utilizando rotaevaporador.

5.3 Resultados de la identificacion de Antraquinonas
5.3.1 Prueba de Borntrager

Se realizo la identificacion de antraquinonas presentes en los dos extractos de
la corteza observandose la formacion de un color rojo lo cual indica la presencia

de antraguinonas.

Las antraquinonas son compuestos que tienen dentro de su estructura grupos
fendlicos en posicion para, los cuales reaccionan con compuestos alcalinos

desarrollando una coloracién roja. (2s), 34), (36)
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0O HO
CH3

OH O

A B

Figura N° 22. A. Estructura molecular de las antraquinonas. B. Prueba de

Borntrager para identificacion de Antraquinonas

5.3.2 Cromatografia en capa fina

Al revelar la placa cromatografica con Hidroxido de Potasio al 10 %, se
identificd la presencia de antraquinonas evidenciado por el aparecimiento de

manchas color rojo. (Ver figura N° 23).

Cabe aclarar que no se utilizaron testigos para el desarrollo de la cromatografia

en capa fina por el hecho de no contar con ellos.

Al igual que con las pruebas quimicas las antraquinonas reaccionan en

presencia de soluciones alcalinas.

La prueba de Borntrager se realizé tanto en las pruebas quimicas como en la
cromatografia en capa fina con la diferencia que en la identificacion por capa
fina las antraquinonas presentes son separadas del extracto, evidenciando con

mas claridad la formacion de las manchas de color rojo.
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ED EE

Figura N° 23. Cromatografia en capa fina del extracto etandlico al 95° (EE) y

del extracto diclorometanico (ED) de A. amorphoides Liebm.

Luego del revelado se procedié a obtener los Rf de las manchas eluidas. (Ver
Tabla N° 2)

Tabla N° 2. Resultados Rf obtenidos de la cromatografia en capa fina de las

manchas reveladas con Hidréxido de Potasio 10%.

Extracto en estudio Rf de la mancha
Extracto etandlico al 95° de A. amorphoides Liebm. 0.5
Extracto diclorometanico de A. amorphoides Liebm. 0.5

Frente del solvente: 9.2 cm
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Como se observa en la Tabla N° 2 utilizando una fase mévil compuesta por Eter
de petroleo, Acetato de etilo, Acido Férmico (7.5:2.5:0.1) se observd la
separacion de una mancha en cada extracto, la cual presento igual Rf en los

dos extractos lo que se comprueba al observar la Figura N° 23.

5.4 Preparacion de las diluciones de los extractos.

Para realizar las diluciones a evaluar en el ensayo, se utiliz6 cada uno de los
extractos concentrados, para lo cual se pesd la cantidad respectiva y asi

obtener la concentracion final de cada una.

Se realizaron para ambos extractos, etandlico al 95° y diclorometanico, las

diluciones a concentraciones de 125 pg/mL, 100 pg/mL y 50 pg/mL.

Para determinar las concentraciones anteriormente mencionadas se tomé como
pardmetro de referencia las realizadas por el grupo de investigadores del
articulo que se presenta en la metodologia, tomando en consideracién que por
tratarse de dos especies vegetales que pertenecen al mismo género,
quimiotaxonémicamente (Parte de la Farmacognosia que estudia la relacién
entre la parte quimica y la parte botanica de una planta) se podian tomar como

referencia.

En la elaboracion de las diluciones se agregd propilenglicol para poder
solubilizar los extractos ya que por su consistencia resinosa no eran solubles en

agua. Segun la metodologia en las diluciones a una concentracion de 50y de
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100 pg/mL, 1 miliitro de propilenglicol fue suficiente para disolver los extractos,
pero en la concentracion de 125 pug/mL no se lograba disolucion total por lo cual
se optd por calentar en Bafio de Maria a temperatura baja dicha dilucion, para

lograr la disolucién completa.

Figura N° 24. Preparacion de las diluciones de trabajo de los extractos

diclorometanico y etandlico al 95° de A. amorphoides Liebm.



5.5 Codificacion de las muestras a evaluar

A cada una de las muestras se le asigno un cédigo, los cuales se muestran en
la Tabla N° 3. Junto a las muestras se llevo un blanco el cual se prepar6 de

igual forma que las muestras, a excepcion que no se le incluyé extracto.

Tabla N° 3. Cdodigos asignados a las muestras en estudio.

Extracto Concentracién

125 pg/mL
Extracto de Etandlico al 95° Alvaradoa amorphoides Liebm. 100 pg/mL
50 pg/mL
125 pg/mL
Extracto Diclorometanico de Alvaradoa amorphoides Liebm. 100 pg/mL

50 pg/mL

Figura N° 25. Codificacidon de las muestras de trabajo.

Cédigo

1A
2A
3A
3B
2B
1B
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5.6 Resultados de la Evaluacion de la posible actividad tripanocida de los
extractos de Alvaradoa amorphoides Liebm.

Se ensayaron las tres concentraciones de cada extracto evaluando la actividad
tripanocida, tomando en consideracion la metodologia utilizada en Laboratorio
de Biologia Molecular del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de El
Salvador (CICES).

Posteriormente a las 48 horas de incubacion se observd, mediante el uso de
camara de Neubauer, un cambio en la morfologia, crecimiento y motilidad de

las células de T. cruzi.

Los cambios observados en las células de T. cruzi indican la accién que ejercen

los compuestos activos presentes en los extractos utilizados en el ensayo.



Figura N° 26. Muestras sometidas a la evaluacion tripanocida.

Figura N° 27. Cultivo in vitro de T. cruzi (estadio epimastigote) en medio LIT

74
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El conteo en camara de Neubauer se realizé contando la cuadricula central en

su totalidad. Cabe mencionar que para cada muestra se realizo el conteo por
duplicado. (Ver Figura N° 28)

Figura N° 28. Conteo de células de T. cruzi en cAmara de Neubauer

Mx 1A (Primer conteo) Mx 1A (Segundo conteo)

Figura N° 29. Conteo por duplicado de la muestra 1A sometida a la evaluacién

tripanocida.

En la figura N° 27 y N° 29 se observan las células que mostraban cambios en

su morfologia, se especifica el ejemplo de la muestra 1A para mayor
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comprension. Esta cuadricula es la que se observa en la camara de Neubauer.
De igual manera se realizd la observacion y el conteo en las otras muestras

dando como resultado los datos de la tabla N° 4.

Tabla N° 4. Resultados de los Conteos de células vivas en camara de
Neubauer para las seis muestras en estudio por duplicado.

MUESTRA CUADRICULA 1 CUADRICULA 2
Mx 1A 193 190
187 198
Mx 2A 93 139
99 145
Mx 3A 143 161
154 165
Mx 1B 98 108
100 103
Mx 2B 69 84
64 76
Mx 3B 67 93
71 87
Blanco 130 129
134 137

Nota: Cada uno de los valores obtenidos para cada muestra debe ser

multiplicado por el factor 10%.
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Los datos presentados en la Tabla N° 4 son los que se utlizaron para
determinar los pardmetros estadisticos: media, desviacion tipica estandar,
coeficiente de variacion, porcentaje de sobrevivencia y porcentaje de células

muertas, mediante el uso de Microsoft Office Excel 2013.
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5.7 Resultados de la Evaluacién Tripanocida expresada como porcentaje de sobrevivenciay porcentaje de

células muertas de T. cruzi, promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion.

Tabla N° 5. Porcentaje de sobrevivencia y porcentaje de células muertas de T. cruzi para las seis muestras, junto

con sus promedios, desviacion tipica y coeficiente de variacion.

Muest Camara de conteo Camara de conteo Media Desviacion Coeficiente = Porcentaje de Porcentaje
uestras en
1 2 Aritmética Estandar de Variacion Sobrevivencia de células
evaluacion
muertas
MX 1A 193 187 190 198 192 4 06 211 86 4
MX 2A 83 89 139 145 119 23.19 19.49 95 405
MX 3A 143 154 161 165 15575 8.35 536 7r87 2213
MX 1B g8 100 108 103 102.25 377 3.68 5112 48 83
MX 2B 64 69 84 76 73.25 753 10.28 36.62 63.38
MX 3B 67 71 83 87 795 10.80 13.59 39.75 60.25

BLANCO 130 134 129 137 1325 3.69 2.79 66.25 33.75
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Durante el ensayo, las células de T. cruzi mostraron los comportamientos

anormales siguientes:

Tabla N° 6. Comportamientos anormales de las células de T. cruzi

MUESTRAS

Mx 1A

Mx 2A
Mx 3A

Mx 1B
Mx 2B

Mx 3B

COMPORTAMIENTOS

Crecimiento y movimientos normales en las condiciones in vitro.

Movimientos lentos.
Movimientos erraticos y muy lentos.

Movimientos erraticos y lentos.
Crecimiento y movimientos normales en las condiciones in vitro.

Movimientos lentos.

Estos comportamientos se deben a que los extractos alteraron las condiciones

de crecimiento de las células de T. cruzi, provocando cambios en su morfologia

y posiblemente pueda tener una repercusion en los niveles de infestacion.

Tabla N° 7. Muestras que presentaron actividad tripanocida en el ensayo.

CONCENTRACION DE PORCENTAJE DE
CODIGO EXTRACTO
LA DILUCION ACTIVIDAD TRIPANOCIDA
Mx 1B Diclorometéanico 50 pg/mL 48.83 %
Mx 2B Diclorometéanico 100 pg/mL 63.38 %
Mx 3B Diclorometanico 125 pg/mL 60.25 %
Mx 2A Etanolico al 95° 100 pg/mL 40.50 %

En la Tabla N° 7 se observa que la mayor actividad tripanocida se obtuvo con

los extractos diclorometanico de concentracién 125 pg/mL y 100 pg/mL
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De igual forma se puede observar en la Tabla N° 7 que los extractos
diclorometanico a las tres concentraciones de las diluciones utilizadas,
demostraron actividad tripanocida, no asi con el extracto etandlico, en el cual la
concentracion de la dilucion que mostré actividad fue a 100 pg/mL, esto se
debe a la naturaleza del solvente utilizado en las extracciones, ya que las
antraquinonas a quienes se debe la actividad tripanocida fueron mas facilmente

extraibles con diclorometano que con etanol al 95°.

El etanol por tratarse de un solvente polar, extrajo otros componentes quimicos
afines a su polaridad y en menor cantidad antraquinonas, esto se refleja en los
resultados de actividad tripanocida, en el cual los valores mayores de actividad
tripanocida se obtuvieron a concentraciones de 100 pg/mL y 125 pg/mL. Se
observa ademas que aun a la concentracion de 50 pg/mL del extracto
diclorometanico, su valor de actividad tripanocida fue superior a la del extracto
etandlico de concentracion 100 pg/mL, lo cual comprueba lo anteriormente
mencionado. Por lo tanto se puede afirmar que de los dos extractos, el que
extrajo la mayor cantidad de antraquinonas de la corteza de A. amorphoides
Liebm. fue el diclorometano. Segun la revision bibliografica, las antraquinonas
son compuestos facilmente solubles en disolventes no polares y medianamente
polares como lo es el diclorometano, por lo que al extraer con este tipo de
disolventes se rompe la molécula provocando la separacion del azucar y la

genina, esta Ultima es soluble en disolventes no polares.

Cabe hacer mencion que el valor de actividad tripanocida de la muestra 3B
resulté con un valor inferior a la muestra 2B posiblemente se deba a factores
como la no completa disolucion que se observé en los extractos y por lo cual

fueron sometidos a calor leve para completar su disolucion.



81

Posteriormente se realizé un andlisis comparativo de coeficientes de variacion,
con la finalidad de comprobar la precision de los datos obtenidos, es decir que
tan dispersos estan los datos entre si. Al no tener un valor de referencia de
coeficiente de variacion se acordé que el limite establecido para el valor de
coeficiente de variacion sea <15%, puesto que, valores superiores a este se
consideraron con un alto grado de dispersién y por tanto no serian confiables.

Para la muestra 2B el valor del coeficiente de variacion es de 10.28, lo cual
indica que existe dispersion moderada entre los datos, por lo que el método
utilizado es confiable ya que no supera el valor establecido del coeficiente de
variacion para el ensayo, a diferencia de la muestra 2A correspondiente al
extracto etanolico a una concentracion de 125 microgramos por mililitro, en
donde su coeficiente de variacion fue de 19.49, sobrepasando el limite

establecido, por lo que se considera un dato con alto grado de dispersion.

Los resultados de la evaluacion se presentan en porcentaje debido a que se
realiz6 un Unico ensayo donde solo se llevaba un grupo experimental y donde
todos los factores determinantes durante el mismo (temperatura, volumen,
cantidad de nutrientes, cantidad de células inoculadas y concentraciones de los

extractos) estaban controlados.

Los resultados de sobrevivencia y porcentaje de células muertas obtenidos para
los extractos de A. amorphoides Liebm. parecen importantes pues a
concentraciones bajas han demostrado efecto letal para las células de T. cruzi.
Estos hallazgos coinciden con la investigacion de referencia, en la cual se
obtuvieron resultados similares con la especie del mismo género, donde se

estudio la actividad antioxidante, antibacteriana y tripanocida de los extractos
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de Alvaradoa subovata Cronquist donde la mayor actividad la presentd el
extracto diclorometanico mostrando una actividad tripanocida de 60 % a una

concentracion de 100 pg/mL.

Por lo cual se puede afirmar que las especies del género Alvaradoa presentan

similitudes quimiotaxonémicas.

Y de acuerdo a los resultados de actividad tripanocida obtenidos con el extracto
diclorometanico se considera que éste deberia estudiarse como un posible
insumo en la formulacion de fitofarmacos para el tratamiento de la enfermedad

de Chagas.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

Se confirmd la presencia de antraquinonas en los extractos etandlico al
95° y diclorometanico de Alvaradoa amorphoides Liebm. a través de la

prueba directa de Borntrager y cromatografia en capa fina.

El extracto diclorometanico de corteza de Alvaradoa amorphoides Liebm.
mostré mayor actividad contra Trypanosoma cruzi a una concentracion
de 100 microgramos por mililitro y 125 microgramos por mililitro. Estos
resultados sugieren gque el diclorometano extrae en mayor cantidad las
antraquinonas, las que se considera que son las responsables de esta

actividad.

Tanto con diclorometano como con etanol a 95° se logro la extraccion de
antraquinonas, lo cual se reflejd6 en los resultados de actividad

tripanocida.

La mayor actividad la demostro el extracto diclorometanico, debido a
que este solvente presenta mayor afinidad con compuestos

medianamente polares como lo son las antraguinonas.

Ademas de los resultados obtenidos de actividad tripanocida, también
fueron observados comportamientos anormales en las células de
Trypanosoma cruzi, evidenciado por movimientos erraticos y lentos,
ademas de variaciones en su morfologia, lo que indica que los extractos
etandlico al 95° y diclorometanico de Alvaradoa amorphoides Liebm. ain
a bajas concentraciones ejercen un efecto negativo sobre las células de

Trypanonosoma cruzi.
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6. Se considera que el método microbioldgico utilizado para la realizacion
de esta investigacion resultd ser confiable, rapido y efectivo, debido a
gue con un unico ensayo se obtuvieron resultados de coeficientes de
variacion dentro del limite establecido, lo que confirma la precision y

confiabilidad del método.

7. Los resultados indican que las especies vegetales son una fuente
potencial de sustancias con posibles usos en beneficio del ser humano y
que pueden tener un valor significativo para el tratamiento de
enfermedades que no presentan rentabilidad para la industria

farmacéutica como es el caso de la enfermedad de Chagas.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

. Continuar el estudio de separacion y cuantificacion del extracto
diclorometanico, a fin de aislar y elucidar los compuestos que poseen la
actividad tripanocida, con el objetivo de validar la metodologia de

extraccion y asi en un futuro proceder a formular un fitofarmaco.

Realizar futuras investigaciones de otras actividades bioldgicas que
puedan presentar los extractos etandlico al 95° y diclorometanico de la
corteza de Alvaradoa amorphoides Liebm. para comprobar su espectro

de accion y asi poder utilizarlo en un mayor nimero de afecciones.

Dar seguimiento al extracto diclorometanico de Alvaradoa amorphoides
Liebm., considerando una mayor cantidad de ensayos que permitan una
mayor reproducibilidad de los resultados.

Incentivar la propagacion de Alvaradoa amorphoides Liebm. ya que es
una especie vegetal promisoria en la obtencién de metabolitos de interés
para uso medicinal, ya que por desconocimiento de sus usos, a dicha

especie vegetal no se le da la importancia que esta amerita.
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GLOSARIO
Albura: Blancura perfecta. (2s)

Antraquinonas: Constituyen el grupo méas grande de sustancias del tipo
quinona presentes en la naturaleza, suelen ser compuestos de color rojo-

anaranjado. (25

Chagoma de inoculacién: es un nédulo o una placa con inflamacién aguda o
subaguda de la piel con parasitos presentes que pueden presentarse

macroscopicamente como una lesion de tipo erisipelatoide con zona central (s)
Endémico: Enfermedad propia de una zona y de una época. (10)

Deficiencia de G6PD: Deficiencia de glucosa -6- fosfato-deshidrogenasa
(también llamada deficiencia de G-6-PD) es una enfermedad hereditaria que se
da generalmente en los varones. Aproximadamente 1 de cada 10
afroamericanos en los EE.UU. la padece. La deficiencia de G-6-PD afecta
principalmente los glébulos rojos, que son los que llevan el oxigeno desde los
pulmones a los tejidos del cuerpo. El problema médico que puede causar es la
anemia hemolitica. Esto sucede cuando los glébulos rojos son destruidos antes

gue el cuerpo pueda reponerlos. (23
Hemat6fagos: Que se alimentan de sangre. (10

Hemipteros: Insectos con aparato bucal chupador y cuatro alas, las dos

anteriores coriaceas. (2s)

Lenticelas: Abertura en forma de crater de volcan de los troncos y cortezas
suberificadas de las plantas, que permite el paso del aire atmosférico al interior

del parénquima cortical. (2s)



Medio LIT: Medio Liver Infusion Tryptose. Medio ideal para el cultivo de

Trypanosoma cruzi. (14)

Medio NNN: Medio de Novy, McNeal, Nicoll: Medio para el cultivo de

Leishmanias. (14

Mutageno: Dicese de los distintos agentes fisicos o quimicos capaces de
inducir a mutacion a los distintos materiales bioldgicos que constituyen la

dotacién genética de los seres Vivos. (0

Nistagmo: Es un término para describir movimientos rapidos e involuntarios de

los ojos que pueden ser:

- De un lado a otro (nistagmo horizontal)
- Arriba y abajo (nistagmo vertical)
- Rotatorio (nistagmo rotatorio o de torsion)

Dependiendo de la causa, estos movimientos pueden ser en ambos 0jos o sélo

en uno. El término "ojos danzantes" se ha usado para describir el nistagmo. (23

Nitroimidazoles: Los Nitroimidazoles son profarmacos que se activan en el
interior de las células sensibles reduciendo su grupo nitro por la ferrodoxina del
parasito, formando un compuesto reactivo que interfiere en el transporte de
electrones y rompe el DNA. Este grupo de farmacos poseen son activos contra

protozoarios y algunas bacterias. ()

Parestesias: Es una condicion donde una parte del cuerpo, generalmente un

pie 0 una mano, comienza a sentir un hormigueo y se adormece. (23)

Peridomésticos: Que vive en los alrededores de las viviendas humanas. (11)



Quimiotaxonomia: Estudio de la composicién quimica de las plantas. Que
parte del supuesto de que las plantas que contienen una determinada sustancia

estan emparentadas entre si. Pero no siempre es asi. (1s)

Transmision Vectorial: Se produce a través del Triatoma dimidiata (chinche).
La transmision se produce cuando el vector infectado defeca el tripanosoma al

picar al ser humano o reservorio. (21)



ANEXOS



Asociacion Jardin Botanico La Laguna f

Antiguo Cuscatian, 12 de Septiembre de 2014

A quien interese

Por medio de la presente nota hago constar que, Sandra Marlene Ramirez Abrego y
Lorena Guadalupe Cardona Ldpez, estudiantes de Carrera de Licenciatura en Quimica y
Farmacia de La Universidad de El Salvador, se hicieron presente al herbario de nuestra
institucion con una muestra botanica estéril conocida cominmente corno plumajillo o cola

de zorro, la cual se identifico como: Alvaradoa amorphoides Liebm. (SSIMAROUBACEAE)

Y para lo que las interesadas estimen conveniente se extiende la presente.

Atte.

URB. INDUSTRIAL LA LAGUNA, ANTIGUO CUSCATLAN, LA LIBERTAD, EL SALVADOR, CA.  TEL: (503) 2243-2012/ (503) 2243-7968
e-mail: jardinbotanico@jardinbotanico.org.sv Pigina Web: www.jardinbotanico.org,sv

Figura N° 30: Documento que autentica la especie estudiada como Alvaradoa

amorphoides Liebm.



