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Resumen

La enfermedad de Chagas es endémica en algunas areas rurales y tropicales. En la actualidad solo se
cuenta con dos antiparasitarios para tratar esta patologia, su eficacia varia segin la fase en que se
encuentre la enfermedad y los reportes evidencian efectos secundarios graves en los pacientes tratados,
lo que destaca la necesidad de una mayor investigacion y desarrollo de nuevos tratamientos de origen
vegetal, con moléculas que contengan potencial y accién bioldgica, ya que sus compuestos contienen
propiedades medicinales, y fitoquimicas importantes. Heliotropium indicum es una planta herbacea de
zonas tropicales de América que se caracteriza por su gran cantidad de alcaloides de pirrolizidina,
flavonoides y terpenoides con actividad antibacteriana, antifingica y antiparasitaria. Es asi que se
selecciond la fraccion de cloroformo de esta planta, donde se obtuvo que las concentraciones 200,
150,100 y 50 pg/mL presentaron efecto tripanocida demostrando un IC50 de 23,39 pg/mL frente a
epimastigotes y de 75 pug/mL para tripomastigotes después de 72 horas de estimulo.

Por otro lado, se obtuvo que el nivel de infeccidon de epimastigotes tratados fue de 25%, mientras que
para tripomastigotes fue del 40%, esto proporciona la primera evidencia sobre el efecto de la fraccion

cloroformo de Heliotropium indicum en Trypanosoma cruzi.
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Abstract

Chagas disease is endemic in some rural and tropical areas. Currently there are only two antiparasitics
to treat this pathology, their efficacy varies according to the phase of the disease and reports show
serious side effects in treated patients, which highlights the need for further research and development
of new treatments of vegetable origin, with molecules that contain biological potential and action, since
their compounds contain important medicinal and phytochemical properties. Heliotropium indicum is a
herbaceous plant from tropical America that is characterized by its large amount of pyrrolizidine
alkaloids, flavonoids, and terpenoids with antibacterial, antifungal, and antiparasitic activity. Thus, the
chloroform fraction of this plant was selected, where it was obtained that the concentrations 200, 150,
100 and 50 pg/mL had a trypanocidal effect, demonstrating an IC50 of 23.39 pg/mL against
epimastigotes and 75 pug/mL for trypomastigotes after 72 hours of stimulation.

On the other hand, it was obtained that the infection level of treated epimastigotes was 25%, while for
trypomastigotes it was 40%, this provides the first evidence on the effect of the chloroform fraction of

Heliotropium indicum on Trypanosoma cruzi.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Heliotropium indicum, Efecto tripanocida, Citotoxicidad en Vero.
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, es una de las infecciones
parasitarias humanas mas importantes en América Latina, afectando aproximadamente a 7 millones de
personas, donde las migraciones de pacientes seropositivas para Chagas, han dispersado la enfermedad
a paises no endémicos de América y el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

Esta enfermedad puede ser transmitida por vectores, de forma congeénita, por transfusiones de sangre,
trasplantes de oOrganos y/o accidentes en laboratorios (José A Pérez-Molina, 2020). Entre sus
mecanismos de transmision en Colombia, la via vectorial a partir de las heces de triatominos, y la
transmision oral por el consumo de alimentos contaminados y animales infectados, son las formas que
generan mayor letalidad en el pais, de hasta el 50% en brotes (MinSalud, 2022).

En Colombia, se estima una poblacion expuesta de 11.916.465 personas provenientes de diversos
municipios. Entre ellos se han reportado el mayor nimero de casos en lugares como Soata (Boyaca),
Mogotes (Santander), Tame (Arauca), Tamara y Nunchia (Casanare). Esta distribucion demuestra que
la enfermedad en Colombia presenta un alto impacto diferenciado en la variedad de areas geograficas
del pais (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2022).

Sin embargo, las condiciones propicias para la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas se
encuentran principalmente en poblaciones que viven en condiciones precarias, con bajos estandares de
higiene y saneamiento, lo que lleva a asociar esta enfermedad severamente con la pobreza. Aunque se
han reportado triatominos positivos en conjuntos residenciales y viviendas modernas (Arciniegas, et
al., 2018), estas poblaciones carecen de acceso regular a servicios de atencion médica y tienen escaso
conocimiento sobre la enfermedad, incluyendo su modo de adquisicién, las manifestaciones clinicas y

los posibles tratamientos disponibles (Marson, 2016).
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T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo que implica la infeccion de hospedadores vertebrados

y la transmision por insectos vectores. Este parasito pasa por tres estadios morfoldgicos principales:
amastigote, epimastigote y tripomastigote. Los epimastigotes residen en el tracto digestivo del insecto
vector y se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, que son capaces de infectar a los hospedadores
vertebrados. Después de la picadura, los tripomastigotes son liberados en las heces del vector y, una
vez en el torrente sanguineo del hospedador, tienen la capacidad de invadir diversas células. Dentro de
las células, los parasitos se transforman en amastigotes y pasan por multiples ciclos de replicacion.
Posteriormente, los amastigotes se diferencian nuevamente en tripomastigotes sanguineos, que son
liberados por la lisis celular del hospedador (Murcia et al., 2013).

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: Aguda y crénica. La fase aguda, que comienza entre 7'y
10 dias después de la infeccién por T. cruzi, se caracteriza generalmente por sintomas leves e
inespecificos similares a los de una gripe, como fiebre, malestar general y hepatoesplenomegalia. En
ocasiones, pueden aparecer lesiones cutaneas en el sitio de inoculacién, como nédulos cutaneos
(chagoma de inoculacion) o hinchazén en los parpados con conjuntivitis (signo de Romafia). La muerte
durante la fase aguda es extremadamente rara y ocurre principalmente debido a miocarditis o
meningoencefalitis, siendo mas frecuente en pacientes inmunodeprimidos o en etapas tempranas de la
vida (Alarcén de Noya et al., 2016).

Después de la fase aguda, la mayoria de las personas infectadas ingresan en una etapa prolongada y
asintomética de la enfermedad, conocida como fase cronica indeterminada, durante la cual se
encuentran pocos 0 ningun parasito en la sangre. Durante esta etapa, la mayoria de los afectados
desconocen que estan portando la infeccién. Sin embargo, se estima que entre el 20% y el 30% de las
personas infectadas experimentaran problemas medicos debilitantes y, a veces, posiblemente mortales

a lo largo de su vida (Global Health, Division of Parasitic Diseases, 2016).
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Algunos pacientes pueden desarrollar una enfermedad crénica, que en hasta un 30-40% de los casos

se caracteriza por cardiomiopatias, arritmias, mega visceras y raramente, poli neuropatias y accidentes
cerebrovasculares. Aun después de mas de un siglo de conocerse la enfermedad de Chagas siguen sin
resolverse muchos interrogantes, lo que hace la necesidad de mejorar el control epidemioldgico, los
métodos diagndsticos y terapéuticos (Pérez., J, & Molina, A 2020).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por su naturaleza cronica y asintomatica, lo que dificulta su
diagnostico temprano y la deteccion. Los pacientes pueden ser seropositivos sin presentar sintomas
iniciales perceptibles. La enfermedad se caracteriza por ser asintomatica en las primeras etapas y su
desarrollo se extiende a lo largo de un periodo prolongado de aproximadamente de 12 a 15 afios, lo
cual dificulta su deteccion y diagnéstico (Guhl, F.,2020).

Con respecto al tratamiento, en la actualidad existen dos Unicos medicamentos, el nifurtimox (NFX) y
el benznidazol (BNZ), que presentan contraindicaciones y efectos secundarios en los pacientes
medicados. Los estudios muestran variacién en las tasas de curacién cuando se administran a pacientes
en etapa cronica (Yun O., et al, 2009). Algunos efectos adversos de estos antiparasitarios son: Alergias,
irritaciones en la piel, dolores de cabeza, fiebre, vomitos, dolor de articulaciones, entre otros. Ambos
medicamentos estan disponibles en Colombia, su administracién esta a cargo del Ministerio de Salud,
y se pueden encontrar en las Secretarias de Salud departamentales. La orden médica es lo Gnico que
se requiere para acceder al tratamiento (Minsalud, 2018).

En la busqueda de nuevos farmacos para tratar estas enfermedades, se postulan distintos candidatos
clinicos para la enfermedad de Chagas incluyendo el posaconazol y ravuconazol, dos inhibidores de
la CYP51 (esterol 14a-desmetilasa), una enzima del citocromo P450 esencial para la biosintesis de
esteroles, sin embargo, se evidencié una baja eficacia contra la enfermedad, cuando se usa en
monoterapia (Torrico, F., et al, 2018).

En la actualidad existen distintos tipos de investigaciones que estan orientadas a buscar alternativas
para la creacion de nuevos antiparasitarios con el aprovechamiento de la diversidad vegetal. Esto hace

una alternativa potencial de actividad tripanocida, ya que ofrecen una gran fuente en compuestos
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bioactivos, principalmente por su alta diversidad estructural en metabolitos secundarios, especificos

de especies vegetales, generadas en respuesta a condiciones de estrés celular asociados a
supervivencia, respuesta a patdogenos y condiciones medioambientales (Xiao J., et al., 2015).

Se evidencio por tanto, que los alcaloides de pirrolizidina puros tales como: heliotrina, monocrotalina,
retronecina y senecinonina, presentan actividades antitripanosémicas, con valores IC50 (94.68 y 14.35
ug/mL) mas altos en comparacion con los alcaloides tripanocidas mas potentes de los esqueletos de
indol, quinolina e isoquinolina, contra formas Trypanosoma brucei brucei del torrente sanguineo,
parece evidente que la presencia de un grupo funcional éster con cadenas laterales ramificadas aumenta
la lipofilicidad de los tres alcaloides y por lo tanto aumenta su actividad tripanocida (Endalkachew N,
et.al,2009).

Los reportes revelan que algunos extractos de plantas que contienen alcaloides de pirrolizidina con
actividad antineoplasica, asi como los alcaloides de pirrolizidina con importantes propiedades
inhibidoras de y/o anti-ulcerogénicas, podrian ser buenas fuentes contra los tripanosomas, ya que estos
parasitos son similares a algunos tipos de células cancerosas en su rapido crecimiento dentro de los
mamiferos (Barrett., 2000), los efectos citotoxicos se atribuyen principalmente a la actividad del
alcaloide de pirrolizidina, especificamente el N-6xido de indicina. Este compuesto interfiere con el
ensamblaje de la proteina tubulina en los microtdbulos, lo que resulta en dafio en el ADN del parésito
y contribuye a su efecto citotoxico (Chandan., et al,2021).

Es por lo anterior que se planted determinar mediante ensayos de viabilidad celular la actividad de la
fraccion de cloroformo de la planta Heliotropium indicum sobre cultivo de epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, debido a que en la literatura se ha reportado estudios
fitoquimicos con distintas fracciones de Heliotropium indicum, donde los resultados revelan la
presencia de varios compuestos en el extracto de hojas de esta planta, entre ellos alcaloides,
flavonoides, esteroles y terpenoides que pueden tener actividad frente a Trypanosoma cruzi (Chandan.,

et al, 2021).



. JAMN

Universidad
Antonio Narino

1. METODOLOGIA

1.1 Establecer la CI50 de la fraccion de Cloroformo de Heliotropium indicum sobre epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi mediante ensayos de viabilidad celular.

Para cumplir con este objetivo en primer lugar:

Los Tripanosomas utilizados a lo largo de este trabajo, fueron suministrados por la Pontificia
Universidad Javeriana Cepa Y, correspondiente a DTU I1, los cuales fueron conservados en un medio
bifasico Tobie con adicion de sangre, en tubo inclinado, realizado segun protocolo de (“NORMAS
PARA CULTIVO in vitro DE PARASITOS DE LA FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE” pag. 15-
16, 1993) a 27°C, y realizando pases sucesivos cada diez dias, en cajas de cultivo 75 mm? con medio
Tobie liquido.

1.1.1 Curva de crecimiento de Epimastigotes

Se realizo la curva de crecimiento partiendo de tres concentraciones diferentes de epimastigotes:
1x10% 1x10°, 1x10°. El ensayo se realizé en una microplaca de 96 pozos con 100 uL de las distintas
concentraciones por triplicado. Se dejo incubar, realizando conteo en camara de neubauer por ocho
dias.

1.1.2 Produccién de Tripomastigotes a partir de infeccion de células Vero

Las células Vero derivada del rifion del mono verde africano (Chlorocebus sp), fueron suministradas
por la Universidad Antonio Narifio, crecidas en cajas de cultivo de 75 mm?3.Para su mantenimiento
se utiliz6 medio DMEM suplementado con 1% de glutamina, 1 % de penicilina y 10% de suero fetal
bovino inactivado.

Para la obtencién de los paréasitos en su forma tripomastigote se infectaron monocapas de cultivos de
células Vero. El ensayo se realizé usando cultivos de epimastigotes en medio Tobie (Nifio, A, 2021).
Se dejaron en incubacion 24 horas a 37°C con 5 % de CO», cuando se evidencio la adhesion de las
células con un 40% de confluencia, se procedié a infectar con T. cruzi, en relacion de tres parasitos
por células (1:3), ocho paréasitos por célula (1:8) y diez parasitos por célula (1:10). Se realizo

seguimiento diario, con el fin de visualizar los tripomastigotes resultantes tras la infeccion en células
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Vero.

1.1.3 Colecta de material vegetal, preparacion de extracto y fraccionamiento.

La fraccion implementada para este trabajo fue tratada y suministrada por la Universidad de
Cartagena con vinculo de proyecto aprobado en convocatoria interna de la Universidad Antonio
Narifio N°2022226 titulado “Evaluacion de compuestos activos frente a Trypanosoma cruzi”
Inicialmente se realizé la recoleccion del material vegetal en la region Caribe de Colombia y fueron
identificadas taxonomicamente en el Jardin Botanico Guillermo Pifieres y el Herbario Coleccién de
Referencia Universidad de Cartagena. Posteriormente, se sometio a un proceso de corte y seleccion
de las hojas en buen estado, libre de hongos e insectos. Las hojas fueron pesadas y luego se dejaron
secar a 40°C con la finalidad de eliminar el agua, y se logre extraer con facilidad los metabolitos. El
material seco, fue triturado con un molino mecéanico, donde se busco disminuir el tamarfio de particula
y aumentar la superficie de area de contacto entre la muestra y el solvente. Finalmente, el material
fue pesado. EI material vegetal pulverizado fue sometido a un proceso de maceracién en frio, en un
recipiente de vidrio en contacto con cloroformo (CHCIs) grado cromatografico durante 24h, el
solvente fue separado del material sélido por decantacion y se concentré en un rotaevaporador a
presion reducida (Espitia Baena et al., 2014) (Beltran Villanueva et al., 2013).

1.1.4 Bioensayo de la fraccion cloroformo de la planta Heliotropium indicum sobre
epimastigotes de T. cruzi.

Se ensayaron los epimastigotes con la fraccion de cloroformo a las concentraciones: 200, 150, 100,
50, 25 y 12.5 pg/mL. Se mont6 en placas de 96 pozos a un volumen final de 300 pl relacion 1:1 de
parésitos y extractos. Se incubaron por 72 horas, haciendo seguimiento cada 24 horas. El ensayo se
realizé por triplicado y teniendo como controles:

CT1 positivo: Epimastigotes 1x10° + DMSO al 10%

CT2 positivo: Epimastigotes 1x10° + 533 ug/mL de Benznidazol

CT3 negativo: Epimastigotes 1x10°

CT4 positivo: Epimastigotes 1x10° + DMSO al 0.5 %
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CT5: Fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum + Tobie

CT6: Tobie.
Para determinar la viabilidad de los epimastigotes se realizo el recuento de parasitos en camara de
Neubauer por la técnica de viabilidad celular por azul de tripan (Pérez, K.et al, 2017).
Con el programa GraphPad Prism 8, se obtuvo la IC50 para cada ensayo, usando un modelo de Log
(inhibidor) frente a la respuesta. Se realizaron tres repeticiones independientes, cada una con tres
réplicas.
1.1.5 Ensayo de viabilidad celular por citometria de flujo con epimastigotes y tripomastigotes
resultantes de bioensayos 1.1.4y 1.1.6
Se evalud a través de citometria de flujo con yoduro de propidio (PI) los ensayos realizados.
Inicialmente se tomé 100 ul de cada uno de los tratamientos, se centrifugd 10 min a 2500 rpm, se
retiraron 80 L y se adicionaron 80 pL de PBS estéril. Se centrifugd nuevamente, se retiraron 80 pL
y se adicion6 80 uL de PBS estéril. Se adicion6 2 pL del fluorocromo, y se incub6 por 15 minutos a
28°C para epimastigotes, y 37°C para tripomastigotes. Pasado el tiempo, se realiz6 agitacion por
vortex durante 15 segundos y se leyé en el citdbmetro.
1.1.6 Bioensayo de la fraccion cloroformo de la planta Heliotropium indicum sobre
Tripomastigotes de T. cruzi.
Los tripomastigotes obtenidos de células Vero fueron cultivados en medio DMEM modificado de
(Sigma-Aldrich), suplementado con SFB 50% (BIOWEST), en placas de 6 pozos, y se dejaron en
incubacién a 37°C con 5% COa. Se enfrentaron los tripomastigotes con la fraccion de cloroformo a
seis concentraciones diferentes: 200, 150, 100, 50, 25y 12.5 ug/mL, se montd en placas de 96 pozos
a un volumen final de 300 pl relacion 1:1 de parasitos y fraccion. Se incubaron por 72 horas, haciendo
seguimiento cada 24 horas. El ensayo se realizo por triplicado y teniendo como controles:
CT1 positivo: Tripomastigotes 1x10° + DMSO al 10%.
CT2 positivo: Tripomastigotes 1x10° +533 pg/mL de Benznidazol

CT3 Negativo: Tripomastigotes 1x10°
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CT4 positivo: Tripomastigotes 1x10% + DMSO al 0.5 %

CT5: Fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum + DMEM

CT6: DMEM

Para determinar la viabilidad de los tripomastigotes se realizé el recuento de parasitos en camara de
Neubauer por la técnica de viabilidad celular por azul de tripan (Pérez, K.et al, 2017).

Con el programa GraphPad Prism 8, se obtuvo la IC50 para cada ensayo, usando un modelo de Log
(inhibidor) frente a la respuesta. Se realizaron tres repeticiones independientes, cada una con tres
réplicas.

1.1.7. Citotoxicidad de fraccidn cloroformo de la planta Heliotropium indicum en células Vero
Bioensayo

Para iniciar la preparacion de las disoluciones necesarias, se tomo la fraccion inicial que presentaba
una concentracion de 6666 pg/mL. En la realizacion del ensayo de viabilidad se utilizaron 8000 células,
en una placa de 96 pozos, a las que se les permitié adherirse durante 24 horas. Pasadas las 24h de
adherencia de las células VVero donde se visualizaba una confluencia entre el 60 — 70%, se retird el
medio (DMEM completo), se afiadieron 100 pL de los tratamientos (fraccion) disueltos en DMEM
garantizando concentraciones de 200, 150, 100, 50, 25y 12.5 pg/mL.

Como controles:

CT1 positivo: 8 x 102 células + DMSO al 10%

CT2 positivo: 8 x 10° células + 0.1 mg/mL de DOXO

CT3 positivo: 8 x 102 células + DMSO al 0.5 %

CT4 negativo: 8 x 10° células + DMEM suplementado.

CT5: DMEM suplementado

Pasadas las 24 h de haber colocado el estimulo, se afiadieron a los pozos 10 uL. de bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 5 mg/mL, las
placas se incubaron por 4 horas a 37°C y 5% de CO- tiempo que permitio la reduccion del formazan,

dando a la formacion de cristales verificados al microscopio. Después de su formacion, se retird el
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medio y se agrego 100 ul de DMSO concentrado, se dejo la placa en la incubadora 37°C y 5% de CO2

por 20 minutos hasta que se disolvieron los cristales y finalmente se midié la placa a una longitud de
onda de 540 nm en el lector de microplacas. Este ensayo también se realizé para 48 y 72 horas de haber
colocado el estimulo.

Con el programa GraphPad Prism 8, se obtuvo la IC50 para cada ensayo, usando un modelo de Log
(inhibidor) frente a la respuesta. Se realizaron tres repeticiones independientes, cada una con tres
réplicas.

Se identifica el nivel de citotoxicidad como:

Citotoxico: Extractos con CI50 menores a 50 ug/mL

Medianamente citotoxico: Extractos con CI150 entre 51 y 100 pg/mL

Levemente citotdxicos: Extractos con CI50 sobre 100 pg/mL Valencia et al., 2011); (Rojas et al.,
2010).

1.2 Determinar en las formas moviles tratadas si ocurre un efecto tripanocida o tripanostatico, mediante
seguimiento de los estadios por microscopia.

Para cumplir con este objetivo en primer lugar:

1.2.1 Identificacion y seguimiento del efecto de la fraccion cloroformo de la planta Heliotropium
indicum sobre epimastigotes y tripomastigotes tratados.

Las seis placas resultantes de ensayos anteriores fueron visualizadas por 24, 48 y 72 horas para evaluar
la movilidad del parasito (Evaluacion in vitro de la fraccion cloroformo de la planta Heliotropium
indicum sobre epimastigotes de T. cruzi.) y (Evaluacion in vitro de la fraccién cloroformo de la
planta Heliotropium indicum sobre tripomastigotes de T. cruzi.)

A cada placa se le realizo un cambio de medio, de la siguiente manera: Partiendo de los tratamientos
(extracto + parasito) a las 24, 48 y 72 horas se tom¢ 180 ul de cada tratamiento y se pasaron a tubos
Eppendorf estériles, fueron centrifugados a 2500 rpm x 10 min, se elimino 160 pL donde contenia
fraccion y residuos metabdlicos del parésito, se afiadid 160 pL de Tobie para epimastigotes y DMEM

para tripomastigotes a los Eppendorf, se agitd suavemente y se montaron en una nueva microplaca de
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96 pozos, dejando en incubacion a 27°C por 72 horas para epimastigotes y 37°C en el caso de

tripomastigotes. Con el fin de observar el comportamiento del parasito después de los tratamientos, se
realiz6 seguimiento mediante microscopia, durante 24, 48 y 72 horas. Teniendo en cuenta parametros
como:

0%, indica nula movilidad y cambio estructural del parasito frente al extracto y controles.

1-25 % indica una escasa movilidad y cambio estructural del parésito frente al extracto y controles.
26-50% indica poca movilidad y cambio estructural del paréasito frente al extracto y controles.

51 -75 % indica una movilidad y cambio estructural aceptable del parasito frente al extracto y controles.
76-100% indica una alta movilidad y cambio estructural del parasito frente al extracto y controles.
(Rodrigo., et al,2013)

1.3 Medir el porcentaje de infeccion en células Vero de los tripanosomas tratados con la fraccion cloroformo
de la planta Heliotropium indicum.

1.3.1 Con las placas resultantes después de la adicién de nuevo medio Tobie y DMEM para epimastigotes
y tripomastigotes tratados, se realizan cuatro placas de 24 pozos con concentraciones de células 17500 y se
procedié a infectar tres pozos por cada réplica, se realizd seguimiento por microscopia, y luego de cumplir

las 72 horas, se realizd tincion de giemsa con el fin de visualizar células infectadas y no infectadas.
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2. Resultados y discusion

2.1 Establecer la CI50 de la fraccion de Cloroformo de Heliotropium indicum sobre epimastigotes y
tripomastigotes de Trypanosoma cruzi mediante ensayos de viabilidad celular.

2.1.1 Para la evaluacion con el estadio de epimastigotes frente a la fraccion cloroformo de la planta
Heliotropium indicum, primeramente, se realiz6 una tincion de giemsa para identificar su morfologia,
como se visualiza en la figura 1, donde se visualiza que el kinetoplasto se encuentra debajo del nucleo,
presenta su flagelo libre, una pequefia membrana ondulante, caracteristica de los epimastigotes.
Seguidamente se determino por medio de una curva de crecimiento la fase de crecimiento estacionaria,
ya que se tendria ese rango de tiempo para tratamiento y lectura de los ensayos antes de perder su
viabilidad, se determin6 el nimero de parasitos por pozo mediante un ensayo de con tres diluciones
desde 1x10° epimastigotes/mL hasta 1x10* epimastigotes/mL, para su seguimiento, se realiz6 mediante
conteo directo de paréasitos vivos, en camara de Neubauer por ocho dias (Ver figura 2) donde obtuvimos
que su fase logaritmica estaba comprendida en el dia 3 al dia 6 y que la mejor concentracion fue de

1x108 epimastigotes/mL.

1A. 2A.
C Kinetoplasto Nicleo
B »
A

Flagelo

Figura 1. Forma epimastigote de Trypanosoma cruzi. 1A. Fuente: propia.
Forma flagelar, prolifera en el insecto vector. A. Flagelo libre, B. Kinetoplasto, C. Ndcleo. 2A. Fuente:
(Teixeiray col.,2011)
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Figura 2. Curva de crecimiento de epimastigotes en medio Tobie.

2.1.2 Una vez establecidas las condiciones de trabajo para el ensayo con epimastigotes de T. cruzi, se
procedio a evaluar el efecto de la fraccion cloroformo obtenida de las hojas de Heliotropium indicum.
Se probaron seis concentraciones diferentes (200, 150, 100, 50, 25y 12.5 pg/mL) durante tres periodos
de tiempo (24, 48 y 72 horas). Teniendo en cuenta que se realiz6 como minimo un recuento de 200
epimastigotes vivos.

Los resultados obtenidos por medio de viabilidad con azul de tripan se muestran en la figura 3. La
concentracion de 200 pg/mL mostré una supervivencia del 40% de la poblacién a las 24 horas, donde
las concentraciones de 150, 100, 50, 25 y 12.5 pg/mL presentaban una supervivencia de mas del 50%
de la poblacién. En citometria de flujo se obtuvo que en la concentracién de 200 pg/mL hubo un 25%
de supervivencia, para la concentracion de 150 pug/mL un 46%, y para concentraciones de 100, 50, 25
y 12.5 pg/mL presentaban una supervivencia de mas del 60% de la poblacion (ver anexo 1).

A las 48 horas, la poblacion de epimastigotes se redujo en un 19% para la concentracién de 200 pg/mL,
un 22% para la concentracion de 150 pg/mL, un 47% para la concentracion de 100 pg/mL, en un 50%
para la concentracion de 50 pg/mL, un 62% para la concentracion de 25 pg /mL y se mantuvo en un
88% para la concentracion de 12.5 ug/mL. En cuanto a su viabilidad por citometria de flujo se obtuvo
que para la concentracién de 200 pg/mL, aumentd su porcentaje de supervivencia a 45%, en

concentraciones de 150, 100, 50 pg/mL presentaban un 50% supervivencia de la poblacién de
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epimastigotes, y en concentraciones de 25 y 12.5 pg/mL presentaban una supervivencia de mas del

80% de la poblacion. Se observaron cambios morfologicos y de movilidad. (ver anexo 2)

A las 72 horas, la concentracion de 200 pg/mL presentd un 13% de epimastigotes vivos, la
concentracion de 150 pg/mL un 32%, la concentracion de 100 pg/mL un 43%, la concentracién de 50
pg/mL un 45%, la concentracion de 25 pg/mL un 49% vy la concentracion de 12.5 pg/mL un 82% de
epimastigotes vivos. Lo que tuvo relacion con lo obtenido en citometria de flujo, la concentracion de
200 pg/mL presentd un 15% de supervivencia, la concentracion de 150 pg/mL un 31%, las
concentraciones de 100,50,25 y 12.5 pg/mL presentaron porcentajes de supervivencia mayores de 60%
como se visualiza en la figura 8.

De acuerdo con la clasificacion de Osorio et al. en 2007, se clasificaron los resultados obtenidos de la
siguiente forma: Altamente activo (IC50 < 10 pg/mL), activo (10 < IC50 < 50 pug/mL), moderadamente
activo (50 < IC50 < 100 pg/mL) o no activo (IC50> 100 pg/mL). Asi, la fraccion de cloroformo de
Heliotropium indicum se clasifico a las 24 horas como no activo con un IC50 de 150 pg/mL, mientras
que a las 48 y 72 horas se clasifico como activo con IC50 de 50 y 23 pg/mL respectivamente, como se
muestra en la tabla 1.

Estos resultados muestran que la fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum tiene un efecto sobre
la supervivencia de los epimastigotes de Trypanosoma cruzi, y que la citometria de flujo con yoduro
de propidio puede considerarse un método mas sensible para evaluar y detectar la viabilidad de los
tratamientos en cuanto al cambio morfolégico, en comparacién con el recuento con azul de tripan.
Estas diferencias entre los dos métodos de viabilidad celular podrian estar dadas por nuevas formas
morfolégicas, donde al contacto con el extracto, el parasito sufre cambios estructurales que no
necesariamente son formas apoptdéticas. En los Gltimos afios varios autores, reportan que T. cruzi es
una especie muy heterogenea, y presenta una extensa variedad de formas morfologicas, evidenciadas
en nuestros resultados. (Escolano, J, et al, 2022).

Ademas, existen distintos factores externos tal como lo es, el estrés nutricional, la temperatura y el pH

que son inductores de la morfogénesis de T. cruzi in vitro, y en este caso factores inducidos por el
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contacto con la fraccion. Los resultados del presente trabajo muestran que la epimastigote génesis se

dispara por la posible presencia de compuestos provenientes del extracto de la planta, que se pueden
nombrar como eventos tempranos y tardios. Los eventos tempranos, ocurridos al contacto de 24 horas,
se caracterizan por la aparicion de formas redondas que no se multiplican precediendo la
transformacion hacia epimastigote (Barrios JG, et, al, 2008) mientras que los eventos tardios
corresponden a la presencia de amastigotes que se multiplicaron siguiendo una curva de crecimiento
igual a los cultivos axénicos (Souza, W, 2002). Es asi como se evidencié que los epimastigotes al
entrar en contacto con extractos de plantas inducen cambio de morfologia, encontrandose pequefios,
redondeados Yy casi inmaviles, reduciendo el numero total y de las rosetas observadas, tal y como lo
reporta Gonzalez en el 2022.

Seguidamente, se ha reportado en la literatura que las plantas Onosma bulbotrichum y Echium
amoenum, pertenecientes a la familia de Boraginacea presentaron un efecto tripanocida con fracciones
de hexano y metanol en el estadio de epimastigotes a concentraciones de 50 y 200 pg/mL, teniendo un
efecto perjudicial del 100% (Gohari AR, et, al, 2008). Por otro lado, Arévalo. D, 2017 y colaboradores
reportaron que el extracto obtenido de hojas y tallos de Heliotropium indicum fue activa contra dos
cepas de Leishmania spp. a concentraciones mayores de 50 pg/mL. Resultado de interés propio porque
Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi son microorganismos unicelulares pertenecientes al mismo
grupo de los protozoos, como parasitos intracelulares obligados, dependen de una célula huésped para
sobrevivir y reproducirse. Estos dos parésitos exhiben ciclos de vida complejos que involucran
multiples formas de desarrollo, pasando por diversas etapas dentro del vector (mosquito o chinche) y
el huésped vertebrado. Durante su ciclo de vida, los dos experimentan cambios de forma dentro de las
células hospedadoras. La leishmaniasis y la enfermedad de Chagas plantean desafios significativos en

cuanto a su diagnostico y tratamiento.
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Figura 3. Recuentos de epimastigotes con azul de tripan en cadmara de Neubauer en tiempos

establecidos.
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Figura 8. Citometria de flujo de epimastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium
indicum a las 72 horas de contacto.
En V1-L se encontrara el porcentaje de poblacion no apoptética de epimastigotes, en V1-R se encontrard el
porcentaje de poblacion apoptética de epimastigotes, y FL3-A es el detector de fluorescencia rojo el cual se
utiliz6 por el yoduro de propidio.

Tabla 1. IC50 de epimastigotes en tiempos establecidos de bioensayos.

24 Horas de estimulo 48 Horas de estimulo 72 Horas de estimulo

150,0 pg/mL 50,02 pg/mL 23,39 pug/mL

2.1.4 Para la evaluacion con el estadio de tripomastigote frente a la fraccion cloroformo de la planta
Heliotropium indicum, primeramente, se realiz6 una tincion de Giemsa para identificar su morfologia,
estos fueron provenientes de células vero después de 10-15 dias de infectadas, donde se visualiza en
su morfologia que es alargado, el nucleo es central, el kinetoplasto se encuentra en la parte inicial del
parasito y posee una gran membrana ondulante como se visualiza en la fig. 9, seguidamente se
determind por medio de una curva de crecimiento, su fase de crecimiento estacionaria, ya que se tendria
ese rango de tiempo para tratamiento y lectura de los ensayos antes de que pierdan su viabilidad
Donde se pudo determinar que su fase de crecimiento estaba comprendida entre el dia 2 al dia4 y la

mejor concentracion fue de una célula Vero seria infectada por ocho parasitos (1:8) (Ver figura 10).
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Figura 9. Forma tripomastigote de Trypanosoma cruzi. 1.Fuente:
propia.
Corresponde a la forma infectiva para el vector y hospedador. A. Kinetoplasto, B. Nucleo, C. Flagelo.
2. Fuente: (Teixeiray col.,2011)
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Figura 10. Curva de crecimiento de tripomastigotes en medio DMEM.

2.1.5 Una vez definidas las condiciones de trabajo para el ensayo con tripomastigotes de T. cruzi, se
realizd la evaluacion con la fraccion cloroformo obtenidos de las hojas de Heliotropium indicum,
fueron evaluados a seis concentraciones distintas 200, 150, 100, 50, 25 y 12.5 pg/mL los resultados
obtenidos por medio de viabilidad con azul de tripan indican que, tras 24 horas de haber afadido el
estimulo, la concentracién mas alta (200 pg/mL) mostré un porcentaje de supervivencia 69% en la
poblacion de tripomastigotes. Asimismo, las concentraciones de 150 pg/mL y 100 pg/mL mostraron
un porcentaje de supervivencia de 58 % y 74% respectivamente, en cuanto a las concentraciones de
50, 25 y 12.5 pg/mL indicaron un porcentaje de supervivencia 98%, 97 % y 38% respectivamente en

comparacion con el control negativo, como se visualiza en la figura 11. En citometria de flujo se obtuvo
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que en la concentracion de 200 pg/mL obtuvo un 82% de supervivencia, para la concentracion de 150

pug/mL un 81%, y para concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5 pg/mL presentaban una supervivencia
de mas del 70% de la poblacion (Ver anexo 3). A las 48 horas, la poblacion de tripomastigotes se
redujo en un 66% para la concentracion de 200 pug/mL, un 55% para la concentracion de 150 pg/mL,
un 70% para la concentracion de 100 pg/mL, en un 94% para la concentracion de 50 pg/mL, un 96%
para la concentracion de 25 pug/mL y se mantuvo en un 74% para la concentracion de 12.5 pg/mL. En
cuanto a su viabilidad por citometria de flujo se obtuvo que para la concentracion de 200 pg/mL
aumento su porcentaje de supervivencia a 83%, en concentraciones de 150, 100, 50 pg/mL presentaron
un porcentaje mayor del 70% supervivencia de la poblacion de tripomastigotes, y en concentraciones
de 25 y 12.5 pug/mL presentaban una supervivencia de mas del 86% de la poblacion. Se observaron
cambios morfoldgicos y de movilidad, tal y como se evidencia en el anexo 4.

A las 72 horas, la concentracion de 200 pg/mL presentdé un 20% de tripomastigotes vivos, la
concentracion de 150 pg/mL un 23%, la concentracion de 100 pg/mL un 25%, la concentracion de 50
pg/mL un 28%, la concentracion de 25 pg/mL un 74% y la concentracion de 12.5 pg/mL un 80% de
supervivencia, como se visualiza en la figura 11. Esto presenta diferencias con lo obtenido en
citometria de flujo, la concentracion de 200 pg/mL presentd un aumento de 90% de supervivencia, las
concentraciones de 150 y 100 pg/mL presentan un porcentaje de supervivencia mayor de 85%,
mientras que la concentracion de 50 pg/mL present6 un 50% de supervivencia de la poblacion tratada,
y por ultimo concentraciones de 25 y 12.5 pg/mL presentaron porcentajes de supervivencia mayores
de 90% como se visualiza en la figura 12,

Es por lo anterior, que los resultados muestran que la fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum
tiene un menor efecto sobre los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, en comparacion con
epimastigotes, ya que los tripomastigotes poseen una cubierta de glicocalix, una capa compuesta por
proteinas y polisacaridos en su superficie, que les brinda proteccion contra la penetracion de ciertos
compuestos y preserva su viabilidad, ademas tienen una mayor resistencia al estrés ambiental y a los

agentes toxicos, debido a su capacidad de adaptacion a diferentes ambientes y a su capacidad para
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invadir y colonizar los tejidos del huésped (Conrad L, et al, 2010).

Donde se pudo evidenciar por medio de citometria de flujo con yoduro de propidio es un método mas
sensible para evaluar y detectar la viabilidad de los tratamientos, en comparacion con el recuento con
azul de tripan. En 2014 se identifico una nueva morfologia intracelular llamada zoide, esta forma
resulta de la diferenciacion inicial de los tripomastigotes metaciclicos a través de la division celular
asimétrica, dando como resultado un amastigote y un zoide. Este zoide es una célula con kinetoplasto,
pero sin nucleo, que muere rapidamente y es degradada por la célula huésped. Un experimento con
tripomastigotes del clon H510 C8 C3 obtenidos in vivo de ratones infectados y sembrados en el medio
F69 incubado a 36.5°C * 0.5 se observé que los tripomastigotes se transformaron en el siguiente orden:
formas regresivas (amastigotes), formas progresivas (tripomastigotes jovenes) que pasaron
nuevamente a amastigotes, presumiblemente a través de formas regresivas y que a su vez
evolucionaron hacia formas progresivas y epimastigotes, esto se menciona con el fin de corroborar el
efecto encontrado con el estimulo en el desarrollo del trabajo(Zaidenberg, J, 2004).

Es por lo anterior que el efecto tripanocida se clasifico segiin Osorio et al. en 2007 como la IC50 de
tripomastigotes a las 24 horas 115 pg/mL, no fue activo, a las 48 horas 99 pg/mL y 72 horas 75 pg/mL
fue moderadamente activo.

Realizando una revision de la literatura, la actividad anti trypanosoma podria atribuirse a uno o mas
de los alcaloides de pirrolizidina, quinonas, o triterpenoides que se han reportado que estan presentes
en especies de Heliotropium spp. Heliotropium indicum tiene compuestos como alcaloides de
pirrolizidina que se consideran de gran interés farmacoldgico, bioldgico y quimiotaxonémico. Estos
metabolitos han sido aislados de una amplia variedad de plantas, especialmente de géneros
pertenecientes a las Boraginaceae.

Asi mismo se ha reportado en la literatura que los alcaloides de pirrolizidina puros como: heliotrina,
monocrotalina, retronecina y senecinonina, mostraron algunas actividades anti tripanosomas, con
valores IC50 ( 94.68 y 14.35 pg/mL) mas altos en comparacion con los alcaloides tripanocidas mas

potentes de los esqueletos de indol, quinolina e isoquinolina, contra formas Trypanosoma brucei bruceli



» JAMN

Universidad
Antonio Narino

del torrente sanguineo, parece evidente que la presencia de un grupo funcional éster con cadenas

laterales ramificadas aumenta la lipofilicidad de los tres alcaloides y por lo tanto aumenta su actividad
tripanocida. Uno de los mecanismos por los que los alcaloides ejercen su efecto es hacer mas permeable
la membrana (Endalkachew N, et.al, 2022).

T.brucei y T.cruzi hacen parte de la misma familia tripanosomatidos, por ende presentan similitudes
dentro de estas ambos parasitos causan enfermedades en humanos y son transmitidos por insectos
vectores, tanto Trypanosoma brucei como Trypanosoma cruzi tienen ciclos de vida complejos que
involucran diferentes estadios y cambios de hospedador. Ambos parasitos pasan por etapas en el
insecto vector y en el huésped vertebrado, lo que les permite adaptarse a diferentes ambientes y tejidos
dentro del hospedador. Los dos parasitos presentan mecanismos de evasion inmunolégica sofisticados,
pueden evadir la respuesta inmunitaria del hospedador y persistir en el organismo durante periodos
prolongados, lo que contribuye a la cronicidad de las enfermedades que causan. Ademas, las proteinas
de membrana de ambos parésitos estan implicadas en la patogénesis de las enfermedades que causan.
Por ejemplo, en T. cruzi, las proteinas de superficie amastigotes (TcS) estan relacionadas con la
invasion y la adhesion a las células huésped, asi como con la respuesta inflamatoria. En T. brucei, las
glicoproteinas de superficie variable (VSG) desempefian un papel clave en la evasion del sistema
inmunoldgico del huésped (Alacantara, G,2019). Es por lo anterior que se piensa que puede tener un

efecto similar en el estadio tripomastigote, salvo la selectividad que debe presentarse.
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Figura 12. Citometria de flujo de tripomastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium
indicum a las 72 horas de contacto. V1-L se encontrara el porcentaje de poblacidn no apoptética de
tripomastigotes, V1-R se encontraré el porcentaje de poblacidn apoptética de tripomastigotes, FL3-A es el
detector de fluorescencia rojo el cual se utilizé por el yoduro de propidio.

Tabla 2. IC50 de tiempos establecidos de bioensayos.

24 Horas de estimulo 48 Horas de estimulo 72 Horas de estimulo

115,6 pg/mL 99,77 ug/mL 75,00 pug/mL

2.1.6 Despues del cambio de medio, se obtuvieron resultados significativos en los epimastigotes y
tripomastigotes tratados. Se realizaron seguimientos microscopicos opticos durante 24, 48 y 72
horas en placas que contenian epimastigotes y tripomastigotes tratados con la fracciéon de
cloroformo de Heliotropium indicum retirada y adicion de nuevo medio Tobie y medio DMEM.
En concentraciones de 200, 150 y 100 pg/mL, no se detect6 la presencia de tripanosomas moviles
en ninguno de los dos estadios ni en los tiempos establecidos (Ver tabla 3 y 4).

En concentraciones de 50 pg/mL, se observé solo un 2% de tripanosomas moéviles en epimastigotes
y tripomastigotes después de 24 horas. Después de 48 horas, este porcentaje disminuyo a sélo un
1%, y a las 72 horas no se visualizaban tripanosomas moviles. En concentraciones de 25 pg/mL,
después de 24 horas de cambio de medio, se observd la presencia de un 5% de epimastigotes moviles
y flagelados, y un 10% de tripomastigotes con formas flageladas y circulares. Después de 48 horas,
se registro una disminucion del 3% en la poblacion de epimastigotes y del 8% en tripomastigotes.

Después de 72 horas, solo quedaba el 1% de epimastigotes y el 5% de tripomastigotes en estas
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concentraciones. En concentraciones de 12.5 pg/mL, después de 24 horas de cambio de medio, se

observo un 25% de supervivencia en epimastigotes y un 50% en tripomastigotes. Después de 48

horas, estos porcentajes disminuyeron en un 20% y un 40% respectivamente, y después de 72 horas,

se observd un 15% de epimastigotes modviles y un 35% de tripomastigotes con cambios

morfolégicos como formas circulares y con pequefios flagelos.

Todos los tratamientos fueron comparados con el control negativo, que presentaba un 100% de

viabilidad en movimiento e integridad del parasito. Solo se observé una disminucion del 7% en el

control negativo despues de 72 horas debido al espacio y replicacion de los mismos (consultar tabla

3).

Tabla 3. Tratamientos con retiro de fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum y

adicion de nuevo medio Tobie y DMEM.

. . 200 150 100 50 25 12.5
Epimastigotes pug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL CT- CT+
24 H 0% 0% 0% 2% 5% 25% 100% 60%
48 H 0% 0% 0% 1% 3% 20% 98% 57%
72 H 0% 0% 0% 0% 1% 15% 95% 52%

. . 200 150 100 50 25 12.5
Tripomastigotes pug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL CT- CT+
24 H 0% 0% 0% 2% 5% 50% 100% 60%
48 H 0% 0% 0% 1% 3% 40% 98% 57%
72 H 0% 0% 0% 0% 1% 35% 95% 52%

2.2 Se determiné la citotoxicidad de estas concentraciones en células Vero, la citotoxicidad se

categoriz6 segun Osorio et al, 2007 en los siguientes tres niveles:

Citotoxico, para los extractos con C150 menores de 50 pg/mi

Medianamente citotoxicos, para extractos con CI50 entre 51 y 100pug/ml,

Extractos levemente citotoxicos, para aquellos con CI50 por encima de 100 pg/ml

Donde se obtuvo que la fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum a las 24 y 48 horas fue

levemente citotdxica, mientras que a las 72 horas fue medianamente citotdxica con un valor de 100

pug/mL lo que Indica que la concentracion del extracto que causa la muerte del 50% de las células

Vero (ver tabla 4).

Comparando valores de IC50 y CC50, podemos obtener una idea del indice de selectividad del
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extracto. En este caso, la relacion entre la IC50 de epimastigotes y la CC50 es de aproximadamente

4.28 pg/ml, mientras que para tripomastigotes es de 1.33 pg/ml. Esto indica que la IC50 al ser menor
que la CC50, significa que la fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum presenta mayor
eficacia contra el parasito que ser toxica para las células Vero (Ver tabla 5).

Tabla 4. CC50 de células Vero con fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum en tiempos
establecidos de bioensayos.

24 Horas de estimulo 48 Horas de estimulo 72 Horas de estimulo

149,4 ug/mL 110,8 pg/mL 100,1 pg/mL

Tabla 5. indice de selectividad de fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum a las 72 horas de
estimulo en los dos estadios estudiados.

IC50 CC50 IS
Epimastigotes 23.39 100 4.28
Tripomastigotes 75 1.33

2.3 Medir el porcentaje de infeccion en células Vero de los tripanosomas tratados con la fraccién
cloroformo de la planta Heliotropium indicum.

Los epimastigotes y tripomastigotes tratados con concentraciones de 25 y 12.5 pg/mL de la fraccion
fueron los Unicos que sobrevivieron hasta las 72 horas después del cambio de medio. Luego, se
infectaron monocapas de células Vero con los epimastigotes recuperados. A las 96 horas de infeccion,
ya se observaron tripomastigotes y ain quedaban epimastigotes libres. De esto se concluy6 que las
concentraciones mas altas (200, 150, 100 y 50 pug/mL) provocaron la muerte de toda la poblacién de
epimastigotes, mientras que en concentraciones mas bajas (25 y 12.5 pg/mL) algunos murieron, pero
conservaron su capacidad de infeccion.

En el caso de los tripomastigotes, ocurrié algo similar. Las concentraciones mas altas provocaron la
muerte de toda la poblacidn, mientras que en concentraciones mas bajas no se vio afectada la capacidad
de infeccion ni reproduccion. A las 48 horas de la infeccion, se observaron células invadidas por

amastigotes.
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Figura 13. Epimastigotes y tripomastigotes resultantes después de 96 horas de infeccidén con
epimastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum.

O

JHE

Figura 14. Células invadidas por amastigotes resultantes después de 48 horas de infeccion con
tripomastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium indicum.

Nuestros resultados coinciden con los hallazgos reportados por Rodriguez, D. y colaboradores en
2022. En su estudio, demostraron que después de la incubacion y eliminacién del tratamiento con un
extracto de Clethra fimbriata a una concentracion de 690 pg/mL, los epimastigotes tratados
recuperaron su capacidad de replicacion y no mostraron diferencias significativas en comparacion

con los parasitos no tratados. Estos resultados indican que el extracto no tuvo efectos restrictivos en
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la replicaciéon de los epimastigotes de T. cruzi. Por otro lado, se evidencié que la fraccion de

cloroformo de Heliotropium indicum fue eficiente al 100% en la inhibicion de la capacidad de
replicacion de los epimastigotes tratados, utilizando concentraciones que iban desde 200 pg/mL hasta
50 pg/mL.

Posteriormente, se realiz6 una comparacion del porcentaje de infeccion en células Vero de los
tripomastigotes tratados utilizando la misma metodologia que en nuestro estudio, es decir, mediante
tincion de Giemsa. Los resultados reportados indicaron que los tripomastigotes tratados con Clethra
fimbriata a una concentracion de 16.5 ug/mL mostraron una disminucion significativa en su
capacidad infectiva, con un promedio de 39 células infectadas de un total de 200 células aleatorias.
Esto sugiere que la fraccion de Heliotropium indicum no es completamente efectiva en
concentraciones bajas, como 25 pg/mL y 12.5 ug/mL, en comparacion con los compuestos presentes
en Clethra fimbriata, sin embargo, estas dos plantas presentan similitudes en algunos compuestos,
como terpenos, alcaloides pirrolizidinicos y flavonoides.

3. Conclusiones

En conclusidn, los resultados obtenidos demuestran que la fraccion cloroformo obtenida de las hojas
de Heliotropium indicum exhibe un efecto significativo sobre la viabilidad y la mortalidad de los

epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, demostrado por dos métodos de viabilidad.

El efecto de la fraccion cloroformo fue mas evidente a las 72 horas de estimulacién, con un IC50 de
23 pg/mL para los epimastigotes y 75 pg/mL para los tripomastigotes. Se evidencié que tanto los
epimastigotes como los tripomastigotes mostraron una respuesta tripanocida a concentraciones de
200, 150, 100 y 50 ug/mL, lo cual indica un efecto dosis-dependiente sobre la mortalidad de ambas

formas maviles del parasito.

Es importante destacar que, a concentraciones mas bajas, como 25 y 12.5 pg/mL, el efecto de la

fraccion cloroformo disminuyo, pero adn se observo un efecto presente. Estos hallazgos indican que
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la fraccion cloroformo de Heliotropium indicum tiene un impacto directo en la viabilidad de los

epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi, y que su actividad es mas notable a concentraciones mas

altas.

La fraccion cloroformo de Heliotropium indicum no solo mostré efectos sobre la viabilidad y
mortalidad de los epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, sino que también indujo
cambios morfoldgicos en estas formas del parasito. Los epimastigotes y tripomastigotes tratados con
la fraccion cloroformo exhibieron alteraciones en su apariencia estructural, como disminucion en el

tamanio, distorsion de la forma y deformaciones en la membrana.

El efecto observado en los tripanosomas tratados con la fraccion podria atribuirse a uno o mas de los
compuestos bioactivos presentes en la planta. Se ha informado que especies de Heliotropium spp
contienen alcaloides de pirrolizidina, quinonas, flavonoides y triterpenoides, entre otros compuestos.
Estos componentes bioactivos han sido asociados con propiedades farmacoldgicas y se ha
demostrado que poseen actividad contra diversos parasitos de tipo intestinal y flagelados como
Leishmania, T. brusei brusei y T. cruzi.
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Anexo 1. Citometria de flujo de epimastigotes tratados con fraccion de cloroformo de
Heliotropium indicum a las 24 horas de estimulo.
V1-L se encontrara el porcentaje de poblacion no apoptotica de epimastigotes, V1-R se encontrara el
porcentaje de poblacion apoptética de epimastigotes, FL3-A es el detector de fluorescencia rojo el cual se
utilizo por el yoduro de propidio.
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Anexo 2. Citometria de flujo de epimastigotes tratados con fraccién de cloroformo de
Heliotropium indicum a las 48 horas de contacto.
V1-L se encontrara el porcentaje de poblacion no apoptotica de epimastigotes, V1-R se encontrara el
porcentaje de poblacion apoptética de epimastigotes, FL3-A es el detector de fluorescencia rojo el cual se
utilizo por el yoduro de propidio.
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Anexo 3. Citometria de flujo de tripomastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium
indicum a las 24 horas de estimulo.
V1-L se encontraréa el porcentaje de poblacion no apoptotica de tripomastigotes, V1-R se encontraré el
porcentaje de poblacion apoptoética de tripomastigotes, FL3-A es el detector de fluorescencia rojo el cual se
utilizé por el yoduro de propidio.
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Anexo 4. Citometria de flujo de tripimastigotes tratados con fraccion de cloroformo de Heliotropium
indicum a las 48 de estimulo.

V1-L se encontrara el porcentaje de poblacién no apoptotica de tripomastigotes, V1-R se encontrara el
porcentaje de poblacion apoptética de tripomastigotes, FL3-A es el detector de fluorescencia rojo el cual se

utilizo por el yoduro de propidio.



