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Uso de extractos etanólicos de plantas del género Piper con propiedades
antiparasitarias contra Trypanosoma cruzi en Colombia.

Resumen

La enfermedad de Chagas es una patología denominada como “desatendida o
rechazada”, es causada por el hemoparásito Trypanosoma cruzi y se conoce por ser
potencialmente mortal y por ser endémica de los países latinoamericanos. La siguiente
monografía tiene por objetivo el identificar las especies de plantas del género Piper que
se encuentren presentes en diferentes regiones de Colombia y cuyos extractos
etanólicos posean efectos citotóxicos contra el protozoo Trypanosoma cruzi. Se realizó
un estudio descriptivo, mediante un proceso de recolección, análisis y exposición de
datos, tanto cuantitativos como cualitativos, a partir de fuentes bibliográficas tales como
artículos científicos y  trabajos de investigación en donde se hayan descrito
experimentos de citotoxicidad contra el parásito causante de la enfermedad de Chagas,
haciendo uso de extractos etanólicos de plantas del género Piper. Como resultado de
este estudio, se encontró que diversas especies de plantas del género Piper
demostraron tener efecto antiparasitario contra Trypanosoma cruzi y que más de la
mitad de esos estudios se realizaron con especies que se han descrito en el territorio
colombiano, lo cual indica que existen metabolitos de estas plantas con posible efecto
terapéutico contra la enfermedad de Chagas y a futuro se pueden realizar más ensayos
en nuevas especies de plantas en Colombia que pertenezcan a este género.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Piper, extractos
etanólicos, fitoquímica, ensayos citotóxicos, efecto tripanocida, Colombia.
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Introducción

La enfermedad de Chagas es una enfermedad globalmente conocida por ser

potencialmente mortal. Se ha aproximado que alrededor del mundo entre 6 y 7 millones

de personas padecen esta infección parasitaria (1) y se estima que 100 millones de

personas se encuentran en riesgo de ser infectadas. Anualmente se presentan

aproximadamente alrededor de 30.000 casos nuevos, 12.000 muertes y 8.000 recién

nacidos que contraen esta enfermedad (2), demostrando así que esta enfermedad

representa un problema serio de salud pública. Esta patología se encuentra

directamente relacionada con un factor clave, el cual es la carencia de diversos

aspectos socioeconómicos, por lo que se le ha denominado una enfermedad

“desatendida o rechazada”.

Actualmente la enfermedad de Chagas se considera endémica de los países

latinoamericanos, siendo Colombia uno de los países donde se observa un gran

impacto causado por esta patología. Según el Sistema de Vigilancia en Salud Pública

en Colombia, tan solo en el periodo transcurrido del año 2021 se ha determinado que el

porcentaje de positividad de Chagas crónico es de un 37,5% en territorios que se

encuentran contemplados dentro del Plan de interrupción, mientras que en territorios

que no están priorizados, el porcentaje es de un 27,27%. Además, para el caso de

Chagas agudo, hasta el año 2019 se lograron confirmar 248 nuevos casos, entre los

cuales un 40,3% de estos fueron ocasionados por brotes de transmisión oral. (3)

La Organización Mundial de la Salud ante esta problemática ofrece dos medicamentos

para el tratamiento de personas que se encuentren con infección aguda, los cuales son

el Benzonidazol y el Nifurtimox, que al ser usados desde el inicio de la etapa aguda,
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ofrecen alta eficacia para curar a los infectados e incluso se ha demostrado que ayudan

al buen pronóstico de casos de transmisión congénita; por otro lado, para el caso de las

personas que padecen de Chagas en estado crónico no suelen tener buen pronóstico y

el tratamiento pierde su eficacia. Aunque ambos fármacos ofrecen una solución

definitiva para la enfermedad, existe un alto riesgo al usar cualquiera de las dos

terapias, pues la lista de efectos secundarios incluye dermatitis alérgica, neuropatías

periféricas, anorexia y pérdida de peso, además de presencia de enfermedades

hepáticas y renales graves (4). A día de hoy, se encuentran en desarrollo proyectos de

investigación cuyo propósito es determinar la posibilidad de encontrar nuevas

alternativas a estas dos terapias, con el fin de lograr encontrar un balance entre ofrecer

una solución a quienes se encuentren padeciendo esta enfermedad, como también,

asegurarles que la toxicidad del tratamiento será mínima y al mismo tiempo que sea

eficaz.

Pregunta problema

¿Cuáles extractos etanólicos de plantas del género Piper presentes en Colombia

poseen propiedades antiparasitarias contra Trypanosoma cruzi?

Objetivos

Objetivo general

Identificar las especies de plantas del género Piper presentes en diferentes regiones de

Colombia cuyos extractos etanólicos posean efectos citotóxicos contra el protozoo

Trypanosoma cruzi.

Objetivos específicos
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● Definir las especies de plantas del género Piper presentes en Colombia cuyo efecto

tripanocida se haya descrito en la literatura haciendo uso de sus extractos

etanólicos sobre formas parasitarias de Trypanosoma cruzi.

● Sintetizar los datos disponibles de actividad citotóxica de los extractos vegetales de

plantas del género Piper frente a modelos celulares.

● Determinar la viabilidad del uso de compuestos químicos de plantas del género

Piper como posible alternativa en la terapia contra la enfermedad de Chagas.

1. Antecedentes

Actualmente se han publicado varias investigaciones con diferentes familias de plantas,

las cuales han sido propuestas como alternativa a los tratamientos actuales contra la

enfermedad de Chagas y otras patologías parasitarias. Los objetivos planteados en

esos estudios se han enfocado en buscar los metabolitos secundarios que puedan

tener efecto directo contra parásitos como el Trypanosoma cruzi. Neira y colaboradores

(2014) lograron demostrar que aceites esenciales (AE) de la familia de plantas

Euphorbiaceae, tienen la actividad antiparasitaria en cultivos de Leishmania

panamensis y Leishmania braziliensis, así como también con  amastigotos de

Trypanosoma cruzi, y con poca actividad citotóxica en cultivos de células Vero teniendo

como controles positivos el Nifurtimox (13).

Rojas y colaboradores (2010), a través de un estudio en donde se tuvo en cuenta

aceites esenciales de 10 plantas de uso medicinal, realizaron una evaluación in vitro de

las capacidades de estos extractos para determinar la actividad antiparasitaria, usando

epimastigotos de Trypanosoma cruzi, así como también analizaron la capacidad de

estos compuestos de generar citotoxicidad en células mamíferas Raw 264,7. En este

trabajo determinaron que Cymbopogon citratus y Aloysia triphylla fueron las plantas

cuyos aceites esenciales inhibieron en mayor cantidad el crecimiento de epimastigotos,
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presentando IC50 de 63,09 y 96,49 μg/mL, respectivamente y no evidenciaron

citotoxicidad contra las células Raw 264,7 (14).

Por otro lado, en el estudio planteado por Calderón y sus colaboradores (2010) se

realizó un análisis extenso de un gran número de plantas que se pueden encontrar en

Latinoamérica y se hizo la evaluación de 452 extractos de 311 especies de plantas,

analizando su actividad antiparasitaria in vitro, usando tres géneros de protozoarios,

Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma. Para la determinación de una concentración

ideal a la que los extractos generaran la respuesta esperada, se realizó el cálculo del

IC50 el cuál debía ser igual o menor de 10µg/m, valor que genera el Benzonidazol, el

cual es el medicamento que se espera reemplazar. Acnistus arborescens, Scoparia

dulcis, Maianthemum paludícola, Chromolaena leivensis, Annona muricata, Argemone

subfusiformis, Caesalpinia paraguariensis, Piper barbatum y Piper holtonii fueron las 9

plantas que cumplieron con este objetivo, ya sea en extractos etanólicos o metanólicos;

según informan los investigadores (15), las plantas del género Piper son comúnmente

usadas en el área colombiana para tratar la Malaria, además de que los estudios

revelan que entre los metabolitos encontrados en estas plantas existen Cromenos,

sustancias químicas orgánicas con capacidad antiparasitaria que ha sido demostrada in

vitro.

En São Paulo, Brasil, Passerini (2008) realizó un estudio en donde evaluó la actividad

de diversos extractos, fracciones, sustancias puras y también semisintéticas obtenidas

a partir de múltiples especies de la familia Piperaceae para determinar su capacidad

tripanocida contra epimastigotos de Trypanosoma cruzi. El objetivo de este trabajo fue

evidenciar cuál de las diferentes sustancias podía tener un mejor efecto contra el

parásito, además de realizar los cálculos del IC50 de cada sustancia y evidenciar

posibles cambios morfológicos que se puedan generar en los protozoarios. Passerini

evidenció que, en los extractos analizados, se encontraban metabolitos con alta

capacidad tripanocida como lo son los cromenos y las amidas, siendo este último un

metabolito que actuaba en sinergia aparente con la piplartina, sustancia química que

demostró tener un Índice de selectividad apropiado que permitió a los investigadores
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intuir que podría tomarse en cuenta como terapia alternativa para la enfermedad de

Chagas (16).  Se evidenció en el estudio que los metabolitos presentes en los extractos

y fracciones generaron daños en las membranas y en las mitocondrias de los

epimastigotos, pero no fue posible determinar una correlación entre ambos casos, ya

que la citotoxicidad no fue directamente proporcional a los cambios morfológicos de los

parásitos.

Flores y colaboradores (2009) realizaron un estudio en donde analizaron el

comportamiento antiparasitario de metabolitos obtenidos en extractos de hojas de Piper

heterophyllum y Piper aduncum, los parásitos contra los que realizaron los ensayos de

citotoxicidad fueron Leishmania spp, Trypanosoma cruzi y Plasmodium flaciparum. De

las diferentes fracciones estudiadas, la mejor actividad antiparasitaria encontrada fue

contra Leishmania braziliensis con un IC50 de 6.5 μg/ml en la fracción

“3-(3,7-dimethyl-2,6-octadienyl)-4-methoxy-benzoic acid”, pero cabe resaltar la actividad

tripanocida que obtuvo la fracción

“4-hydroxy-3-(3-methyl-1-oxo-2-butenyl)-5-(3-methyl-2-butenyl) benzoic acid” puesto

que presentó un aceptable IC50 de 16.5 μg/ml contra Trypanosoma cruzi (17).

En Brasil, Luize y colaboradores (2005) evaluaron la capacidad de extractos crudos de

diversas plantas medicinales de su región para alterar el crecimiento de Leishmania

amazonensis y Trypanosoma cruzi, además de esto evaluaron la capacidad de estos

mismos extractos para causar lisis en glóbulos rojos de ovejas. En los resultados

obtenidos para este estudio, se logró demostrar que el extracto de hojas de Piper

regnellii inhibió el crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en un 89.7%

aproximadamente y adicionalmente este extracto no realizó lisis de los glóbulos rojos

incluso después de una hora de incubación a diferentes concentraciones (18).

Regasini y su grupo de trabajo (2009) realizaron la evaluación in vitro de la actividad

tripanocida que poseían diversos extractos crudos y fracciones de Piper arboreum y

Piper tuberculatum, determinando el IC50 de cada extracto y haciendo uso de diversas

partes de las plantas, tanto frutos, como hojas y tallos. Sus resultados fueron
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satisfactorios, puesto que las fracciones de hexánicas de las hojas obtuvieron una

citotoxicidad cuantificable en IC50 de 13.3 µg/ mL para Piper arboreum y 17.2 µg/mL

para Piper tuberculatum (19).

Esperandim y colaboradores (2013), por otra parte, decidieron realizar un estudio in

vivo de las propiedades terapéuticas de lignanos obtenidos de extractos de Piper

cubeba, en un caso de infección aguda de enfermedad de Chagas, para ser más

precisos, los lignanos analizados fueron la Cubebina y la Hinokinina. (sustancia

parcialmente sintética homologa a la cubebina). En este estudio la población infectada

fueron 30 ratones, divididos en seis grupos, a los cuales se les suministraron las dosis

diarias de estos lignanos y se logró determinar que a una concentración de 20 mg/kg la

parasitemia se disminuyó en un 70,8% aproximadamente. Cabe resaltar, de igual

manera que ambos compuestos químicos no presentaron citotoxicidad, pues en

experimentos in vitro realizados anteriormente por los autores del trabajo, se determinó

que el valor de CC50 para las sustancias fue de 328.2 µM para la Cubebina y 318.4 µM

para la Hinokinina en un ensayo de MTT en células LLCMK2 (20).

En Maringá, Brasil, Veiga y colaboradores (2013) realizaron la evaluación de la

capacidad de los compuestos Piperovatina y Piperlonguminina para producir muerte

celular de Trypanosoma cruzi, además de establecer si estos metabolitos eran

citotóxicos contra células LLCMK2. Estos metabolitos fueron obtenidos a partir de los

extractos etanólicos de Piper ovatum y demostraron tener un IC50 de 41.5 ± 0.7 para

Piperovatina y 53.8 ± 6.2 µM para Poperlonguminina en el cultivo de Trypanosoma

cruzi, además de presentar baja toxicidad en las células LLCMK2 ya que su CC50 es

demasiado elevado, de 332.0 ± 2.2 y 303.1 ± 4.6 µM respectivamente, sugiriendo de

esta forma que estos compuestos tienen gran potencial como posible terapia alternativa

(21).

Pelizzaro-Rocha y sus colaboradores (2011) decidieron evaluar la capacidad

tripanocida de un neolignano de Piper regnellii llamado Eupomatenoide-5, teniendo en

cuenta si este metabolito era capaz de generar disfunción mitocondrial y daño oxidativo
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en los parásitos causantes de la enfermedad de Chagas. Ellos observaron que la

estructura celular de los parásitos se veía afectada por la presencia del metabolito

vegetal, ya que por medio de microscopía electrónica se evidenciaban los daños

descritos. También evidenciaron que el número de células viables se afectaba

obteniendo un valor de IC50 de 40.5 µM, valor aceptable para el metabolito teniendo en

cuenta que en el ensayo realizado contra células LLCMK2 el valor de CC50 era de

122.45 µM, evidenciando que la concentración necesaria para generar toxicidad en los

parásitos es inferior a la requerida para afectar células de mamíferos (22).

En Bolivia, Flores y colaboradores (2008) realizaron un estudio en donde evaluaron la

capacidad antiparasitaria de derivados del ácido benzoico encontrados en los extractos

etanólicos de Piper glabratum y Piper acutifolium, este análisis se estructuró de forma

que se evaluaron los diversos metabolitos obtenidos en contra de los parásitos

causantes de la malaria, la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas. De los

metabolitos evaluados, los que se denominaron “methyl

3,4-dihydroxy-5-(2-hydroxy-3-methylbutenyl) benzoate” “methyl

4-hydroxy-3-(2-hydroxy-3-methyl-3-butenyl) benzoate” y el “methyl

3,4-dihydroxy-5-(3-methyl-2-butenyl) benzoato” mostraron una actividad tripanocida

satisfactoria, con valores de IC50 en los rangos de 16,4 a15,6, y 18,5 µg/mL,

respectivamente, demostrando su potencial como metabolitos a estudiar por su

actividad citotóxica contra Trypanosoma cruzi (23).

Luize y colaboradores (2006) evaluaron la capacidad tripanocida del Eupomatenoide-5

en cultivos de Trypanosoma cruzi, sin presentar citotoxicidad en células LLCMK2, esto

debido a que este compuesto ha demostrado tener efectos contra protozoos en

anteriores estudios. El Eupomatenoide-5 es un metabolito obtenido a partir de extractos

etanólicos de Piper regnellii con características fitoquímicas de neolignano. Para el caso

de este estudio, se logró determinar una citotoxicidad que reducía la población

parasitaria a un 50% a una concentración de 7,0 µg/mL sin presentar daños a las
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células LLCMK2, por lo que se determina que este metabolito es de interés terapéutico

en la enfermedad de Chagas (24).

En un segundo estudio realizado por Luize y colaboradores (2006), se aislaron

metabolitos secundarios a partir de extractos etanólicos de Piper regnellii variante

pallescens y se realizó un análisis cuantitativo de la actividad tripanocida ofrecida por

estos metabolitos contra Trypanosoma cruzi, además de evaluar la capacidad de estos

metabolitos para lisar células sanguíneas de ovejas y su capacidad citotóxica contra

cultivos de células Vero. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, pues se

determinó que los compuestos Eupomatenoide-5, Eupomatenoide-6 y Conocarpano

presentaron citotoxicidad contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi a concentraciones

inhibitorias (IC50) de 7,0, 7,5 y 8,0 µg/mL, respectivamente (25). Estos resultados junto

al bajo porcentaje de lisis y a la baja toxicidad presentada en cultivos de células Vero,

indican que estos metabolitos pueden ser prometedores ya que presentan valores más

satisfactorios que incluso los obtenidos por el Benzonidazol, que es el tratamiento

farmacológico a elección para la enfermedad de Chagas.

En Perú, Avalos y colaboradores (2016) realizaron un estudio para determinar la

capacidad de extractos etanólicos de Piper aduncum de generar inmovilidad y, por

ende, afectar la supervivencia de cepas de Trypanosoma cruzi. Para esta investigación

emplearon tres concentraciones diferentes: 0,5 mg/mL, 0,96 mg/mL y 1,90 mg/mL, las

cuales ocasionaron diferentes porcentajes de supervivencia de los tripomastigotes, sin

embargo, en la concentración de 0,96 mg/mL se presentó un efecto inhibitorio del 50%

en la supervivencia, por lo que es válido identificar esta concentración como el IC50 de

este estudio (26).

Gomes y colaboradores (2014) realizaron un análisis del efecto antiparasitario de

extractos y fracciones provenientes de hojas de Piper arboreum, estos efectos se

evaluaron contra cepas de Trypanosoma cruzi y Leishmania brasiliensis, además de

realizar el experimento en fibroblastos (NCTC929) para comprobar la toxicidad de estos

compuestos en células de mamíferos. En los resultados se encontró actividad
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tripanocida en los extractos crudos y las fracciones, en especial la fracción hexánica, ya

que presentó un porcentaje de muerte contra T. cruzi y L. brasiliensis del 62 y el 100%

respectivamente a una concentración de 500 µg/mL. (27).

En Brasil, Mazzeu (2014) realizó un trabajo en el cual evaluó diversos aspectos, tanto

químicos, como biológicos y biosintéticos de la planta Piper fuligineum. Para cumplir

con este objetivo, el proyecto se enfocó en obtener fracciones y metabolitos

secundarios de esta planta a partir de extractos crudos, entre los cuales se encuentran

los extractos etanólicos. Después del estudio fitoquímico de estos componentes, se

evaluaron sus capacidades antifúngicas frente a diversas especies del género Candida,

sus capacidades antivirales contra el virus de la Hepatitis C y su actividad tripanocida

contra epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Para el caso del extracto etanólico crudo la

concentración inhibitoria 50 fue de 26,67mg/mL, mientras que las fracciones hexánicas

y clorofórmicas demostraron que a una concentración de 50 mg/mL generaban una

inhibición del crecimiento del parásito en un 34 y 52% respectivamente (28).

En Maringá, Brasil, Barbieri y colaboradores (2002) realizaron un estudio con el objetivo

de evaluar los efectos que presentaban extractos crudos y aceites esenciales de

plantas usadas en la medicina tradicional de ese país, en cultivos de Herpetomonas

samuelpessoai, que es un protozoo trypanosomátido no patógeno usado en

investigación como modelo biológico debido a que es bastante similar a Trypanosoma

cruzi incluso presentando antígenos similares. En total, se evaluaron 15 plantas

medicinales en este estudio, entre las cuales se encuentra Piper regnellii, de las cuales

se realizaron extractos etanólicos con una concentración efectiva de 1000 µg/mL cada

una. Para analizar el efecto de estos extractos, se realizó un ensayo para la

determinación de la inhibición del crecimiento, en donde el extracto de Piper regnelli

logró una inhibición del 99.5%; desafortunadamente para el segundo ensayo, en el cual

se evaluó la capacidad de los extractos de alterar el ciclo de vida del parásito, los datos

obtenidos para P. regnellii no pudieron ser analizados por la coloración que se presentó

al final del experimento (29).
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Con ayuda de los diversos estudios in vitro realizados con plantas del género Piper,

Mgbeahuruike y colaboradores (2017) determinaron diversos compuestos orgánicos

que poseen las plantas de este género y así lograron analizar la razón por la cual estas

plantas tienen actividades anticancerígenas, antitumorales, y antibióticas, entre otras. Al

momento de realizar el análisis fitoquímico, encontraron una larga lista de compuestos

bioactivos, entre los que se encuentran amidas, alcaloides, flavonoides, taninos,

saponinas, glucósidos, terpenoides y compuestos fenólicos; sin embargo para el caso

de la actividad tripanocida, ellos resaltan la función de los derivados del ácido benzoico

como posibles metabolitos que deben ser estudiados en más detalle para su posible

uso terapéutico en la enfermedad de Chagas (30).

2. Marco teórico

2.1 Agente etiológico, Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un protista perteneciente al orden Kinetoplastida, al phylum

Sarcomastigophora, al subphylum Mastigophora y a la familia Trypanosomatidae. Este

microorganismo se clasifica entre los protozoos flagelados que contienen kinetoplasto,

el cual es un organelo que contiene ADN y que se encuentra localizado en la
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membrana de la mitocondria. Este ADN mitocondrial recibe el nombre de ADN

kinetoplastídico (kDNA), se establece que representa aproximadamente un 20% del

ADN total del protozoo y contiene características únicas, se encuentra formado por los

denominados minicírculos (1.4 kpb) y maxicírculos (20 kpb) de ADN encadenado que

forma una red compacta y compleja. Para su correcto desarrollo, requiere de un ciclo de

vida dividido en dos partes, el ciclo que se desarrolla en su insecto vector y el ciclo que

se presenta en el ser humano. Se habla de que el estadio infectivo, el tripomastigote,

tiene lugar en el tracto digestivo del vector y este insecto procederá a infectar a los

hospederos a través de sus heces, las cuales también podrán contaminar alimentos y/o

bebidas (31).

La diversidad genética presentada por este parasito les ha otorgado a las entidades

científicas la capacidad de crear seis grupos denominados Unidades Discretas de

Tipificación (DTU, por sus siglas en ingles) que se han nombrado desde el TcI al TcVI,

esta clasificación tiene relevancia en el estudio epidemiológico de la enfermedad de

Chagas, ya que permite establecer la distribución geográfica de estos genotipos del

parásito, además de revelar su tropismo celular y, por ende, el tipo de enfermedad que

causará en su hospedero. Para el caso del territorio colombiano, el linaje TcI será el de

mayor prevalencia y se podrá encontrar tanto en los ciclos selváticos, como en los

ciclos domésticos que presenta este protozoo (32).

(ver anexo 2, Figura 1)

2.1.1 Morfología

Los estudios indican que, en un principio, el parásito tuvo su desarrollo en las áreas

silvestres del continente americano, pero gracias a los fenómenos de adaptación pudo

evolucionar y desarrollar su ciclo infectivo. Gracias a su ciclo de vida, el Trypanosoma

cruzi posee tres aspectos morfológicos fundamentales, los cuales podrán ser

observados en sus diversos hospederos y adicionalmente, también en diversos medios

de cultivos. Los tres estadios fundamentales descritos son amastigote, epimastigote y

tripomastigote (33).
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a) Amastigote. Su aspecto es esférico, carece del flagelo característico del

parásito, su diámetro es de aproximadamente 2-5 µm, su núcleo es redondo y se

observa su kinetoplasto en forma de barra. El amastigote es intracelular, es decir,

que se encuentra exclusivamente dentro de las células del mamífero que fue

infectado por el parásito, y es aquí donde se multiplicará. En un principio,

infectará células del sistema fagocítico mononuclear, pero posteriormente se

podrá encontrar en células musculares del sistema cardiaco y/o digestivo.

b) Epimastigote. Este estadio tiene una forma alargada, mide 10-15 µm de largo y

1-3µm de ancho, el núcleo es ligeramente ovalado y su kinetoplasto se

encuentra al lado opuesto de su contraparte, el tripomastigote. Posee igualmente

flagelo cuya membrana ondulante es más corta. Esta es la forma que se

encuentra en el intestino del vector y se conoce como el estadio de multiplicación

de este.

c) Tripomastigote. De aspecto fusiforme, se describe como un protozoo de 16-20

µm de largo y 2-4 µm de ancho. Su núcleo es ovalado el cual se ubica en la parte

media de la célula, posterior a este núcleo se encuentra el kinetoplasto, es en

este organelo donde se origina el flagelo que recorre la parte externa de la

célula, asemejando una membrana ondulante, rasgo característico de esta forma

del parásito, exteriorizándose en la parte anterior. Este estadio se puede

clasificar de acuerdo con el lugar donde se encuentre, en el caso de encontrarse

en el contenido rectal del vector se denomina tripomastigote metacíclico y en el

caso de presentarse en la sangre de los mamíferos infectados, será

tripomastigote sanguíneo. (ver anexo 2, Figura 2)

2.1.2 Ciclo de vida

El ciclo biológico que posee el Trypanosoma cruzi se encuentra distribuido en dos

fases, la que toma lugar en el invertebrado transmisor (insecto vector) y la que ocurre

en el hospedador vertebrado.
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2.1.2.1 Ciclo de vida en el insecto

En el vector, el ciclo de vida del parásito tiene lugar en el sistema digestivo del insecto,

en su intestino, donde se presenta la morfología de epimastigote, estadio reproductivo

del parásito en el vector. Una vez el parásito adquiere su madurez necesaria, se

transforma en el tripomastigote metacíclico, este estadio es la forma infectiva para los

animales vertebrados, incluyendo al hombre; el parásito se encontrará en el exterior

cuando el vector deposite sus heces al momento de alimentarse de sangre del futuro

hospedero.

El método más común de transmisión de la tripanosomiosis es por contaminación con

heces que contengan tripomastigotes metacíclicos en una herida, que puede ser

ocasionada por el insecto transmisor. Los artrópodos transmisores regularmente al picar

a su huésped defecan en las proximidades de la picadura, provocando que, al momento

de ocasionarse un rascado después de la picadura, los parásitos penetren por la herida.

2.1.2.2 Ciclo de vida en el ser humano

La segunda fase del ciclo de vida del Trypanosoma cruzi continúa una vez que el

tripomastigote ingresa al hospedador vertebrado por vía sanguínea, posteriormente, en

el momento en que se encuentre en el sistema reticuloendotelial y en los tejidos, podrá

encontrarse el cambio a la forma de amastigote, donde se reproduce por fisión binaria.

Una vez el parásito ha llegado a la madurez, será liberado al torrente sanguíneo, en el

estadio de tripomastigote sanguíneo, forma que luego podrá ser ingerida por un insecto

vector sano, para continuar de nuevo con el ciclo (35,36). (ver anexo 2, Figura 3)

2.1.3 Vectores

Trypanosoma cruzi es transmitido a los huéspedes mamifetos, incluyendo los seres

humanos, principalmente por el contacto con heces contaminadas de los insectos

hematófagos que pertenecen a la subfamilia Triatominae. Estos insectos son

coloquialmente conocidos como “pitos” o “chinches” en el territorio colombiano, su
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tiempo de vida es de un promedio de 15 meses, tiene una longitud de

aproximadamente 2-3 cm de largo y en cuanto a morfología, se encuentra que su

cuerpo está dividido en tres regiones: cabeza, tórax y abdomen. Este artrópodo se

puede infectar por el parásito al picar a un reservorio que haya sido infectado

previamente, son de hábitos nocturnos, y reciben su nombre teniendo en cuenta la

región geográfica donde puedan encontrarse. Alrededor del mundo se han descrito

cerca de 151 especies de triatominos, en Colombia se tiene registro de la presencia de

26 de estas especies, de las cuales se han encontrado que 16 pueden estar infectados

con el parásito (37,38).

La literatura establece que los principales vectores en el territorio colombiano

son Rhodnius prolixus, Triatoma venosa, Triatoma dimidiata y Panstrongylus

geniculatus, teniendo en cuenta su distribución a lo largo de las zonas rurales, silvestres

y urbanas (39,40). Se ha logrado establecer que estos insectos tienen mayor presencia

en zonas rurales y comúnmente se suele asociar su presencia con condiciones propias

de municipios con bajos niveles socio económicos.

(ver anexo 2, Figura 4)

2.1.4 Formas de transmisión

2.1.4.1 Transmisión vectorial

Es la principal vía de transmisión del parásito en zonas que se consideren endémicas,

esta forma de infección se presenta cuando existe contaminación de piel y mucosas

con heces contaminadas con tripomastigotes que son excretadas por los triatominos al

momento de picar a un vertebrado. cuando el individuo se rasca por la comezón

causada por la picadura, estas heces contaminadas procederán a penetrar en el

organismo por autoinoculación (41). Los tripomastigotes tienen la capacidad de ingresar

por diferentes vías al cuerpo, la principal son las heridas en la piel ocasionada por el

rascado, pero también se ha presentado al infectar conjuntivas oculares u otras

mucosas.
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2.1.4.2 Transmisión oral

Esta vía de transmisión se genera por diferentes causas, entre ellas encontramos: el

consumo de alimentos o bebidas que han sido contaminados con heces del vector

infectado, por consumo de alimentos que inadvertidamente se hayan contaminado con

insectos vectores triturados y por contaminación de los utensilios empleados para la

elaboración de diversos alimentos, ya sea con cadáveres de mamíferos infectados o

por contacto con secreciones anales de marsupiales infectados (42).

Entre los alimentos que se han podido asociar con este tipo de transmisión, podemos

destacar en Colombia el jugo de caña y de frutas como la naranja, la guayaba y el açai;

comidas caseras como lo son las sopas, los caldos, la leche, el agua y carne de caza.

El periodo de incubación del parásito por transmisión oral, se ha establecido que ocurre

de 3 a 22 días. (ver anexo 2, Figura 5)

2.1.4.3 Transmisión transfusional

Las transfusiones constituyen la segunda causa más frecuente de transmisión de la

enfermedad de Chagas, después de la transmisión vectorial, pero presentan mayor

frecuencia que la transmisión de forma vertical. Esta infección se da lugar por la

presencia de tripomastigotes vivos y con capacidad infectiva en la sangre de donantes

que provengan de zonas endémicas. Se ha descrito que el aumento de esta vía de

transmisión principalmente se ha derivado del incremento del flujo migratorio de zonas

rurales a zonas urbanas (43).

Para la transmisión por transfusiones o trasplantes, se ha establecido que el periodo de

incubación del parásito ocurre de 30 a 40 días.

2.1.4.4 Transmisión vertical

La transmisión materno-fetal se ha descrito como el paso del parásito a través de la

placenta hacia el feto. Esta vía de transmisión se presenta con gran porcentaje en

zonas no endémicas y se puede producir en cualquier fase de la enfermedad, aunque

existe predilección por la fase aguda de la infección.
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En muchos casos se asume que la transmisión de la enfermedad de Chagas por vía

congénita en fase crónica puede resultar mortal para el feto y puede generar partos a

pretérmino, placentitis o incluso el aborto. Es de vital importancia realizar una detección

por diagnóstico y un tratamiento precoz de la infección congénita, ya que esto puede

suponer la curación de la mayoría de los casos (44,45).

Para el caso de la transmisión vertical se ha logrado determinar que el periodo de

incubación del parásito transcurre entre el cuarto o noveno mes de embarazo.

2.1.4.5 Transmisión por accidente de laboratorio

Este método de transmisión suele estar asociado a un factor accidental, como lo puede

ser la punción u otro tipo de contacto con material contaminado con formas infectivas

del parásito. También en laboratorios de investigación se puede generar la transmisión

por medio de contaminación con triatominos infectados que sean estudiados o con

cultivos celulares que contengan tripomastigotos infecciosos.

2.2 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también reportada en la literatura como tripanosomiasis

americana, es una infección causada por el hemoparásito protozoario flagelado

Trypanosoma cruzi, quien es transmitido esencialmente por insectos hematófagos y

cuya incidencia se encuentra principalmente en América latina, es clasificada como una

enfermedad olvidada, rechazada o desatendida ya que, los estudios de su prevalencia

únicamente son regionales, e incluso se ha llegado a considerar que existen cifras

importantes de subdiagnóstico, razón por la cual no se permite conocer su verdadero

impacto.

Esta enfermedad recibe su nombre por el médico brasileño Carlos Ribeiro Justiniano

Chagas, quien describio por primera vez esta patología en el año 1909 (46), pero

diferentes estudios han logrado demostrar que este parásito lleva miles de años
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infectando personas en el continente, ya que en momias chilenas del período 4000 a.

de C. al 1400 d. de C. se encontró la presencia del Trypanosoma cruzi. (47)

Esta patología puede pasar desapercibida en un gran porcentaje de los pacientes, pero

otras personas podrán desarrollar algunos síntomas agudos; para la mayoría de los

casos, esta fase aguda termina de forma espontánea y sin causar mayores

complicaciones. Por otro lado, existe la probabilidad de desarrollar una fase crónica, la

cual tiene lugar alrededor de 10 a 20 años después del primer contacto con el parásito,

esta fase suele estar asociada a un daño irreversible al corazón y al sistema digestivo

humano, especialmente en el esófago y el colon, acompañado de trastornos de la

conducción nerviosa en los órganos anteriormente descritos (48), lo que conduce

irremediablemente a una pérdida anual de aproximadamente 670.000 años de vida

productiva ajustados por discapacidad (conocidos como DALY's, por sus siglas en

ingles), por lo que, a pesar de ser considerada una enfermedad olvidada, se convierte

en una de las enfermedades parasitarias con mayor impacto en los sistemas de salud y

seguridad social latinoamericanos.

2.2.1 Manifestaciones clínicas

Para la enfermedad de Chagas se encuentran diferentes clasificaciones de sus

manifestaciones clínicas, cada una con criterios tanto patológicos, diagnósticos y

terapéuticos que difieren entre ellos. Para el correcto diagnóstico de la enfermedad y un

inicio temprano del tratamiento, es de vital importancia tener en cuenta cuál es la

clasificación que le corresponde al paciente.

La primera clasificación de la enfermedad va a tener en cuenta los síntomas que

presenta el infectado junto con el tiempo que ha transcurrido desde la primo infección,

es aquí donde se determina entonces si la enfermedad se encuentra en fase aguda o

fase crónica.

Por otro lado, en la denominada fase crónica se debe tener en cuenta si la enfermedad

se encuentra o no afectando algún órgano y de ser así, cual es el sistema que se
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encuentra afectado. Esto nos permite clasificar la patología en forma indeterminada,

cardíaca y digestiva (49).

2.2.1.1 Fase aguda

Esta fase inicia una vez que el tripomastigote ingresa en el cuerpo del hospedero, el

parásito comienza su replicación en las células fagocíticas y posteriormente se

diseminará al torrente sanguíneo. Comúnmente se describe la falta de sintomatología

presente en esta etapa, pero en el caso contrario, los síntomas tienen una duración de

6 a 8 semanas. Existe la posibilidad de desarrollar una reacción local en el sitio de

entrada del parásito, conocido como chagoma de inoculación o signo de Romaña si la

inoculación se presenta por vía ocular. Estos síntomas visibles pueden ser

acompañados por síndrome febril prolongado y constante, adenopatías, anemia, dolor

óseo y muscular, pérdida de apetito, vómito o diarrea (50).

2.2.1.2 Fase crónica

Al día de hoy, aún existen interrogantes sobre la patogenia propia de la enfermedad de

Chagas crónica, pero de todas formas se ha logrado establecer que factores como lo

son la persistencia del parásito, su clasificación en DTU y un proceso de disfunción a

nivel del sistema inmunitario tienen protagonismo en el proceso del daño tisular propio

de esta fase de la patología.  Se ha definido a esta fase como la consecuencia a largo

plazo del curso de la enfermedad, en la cual el parásito procede a presentar tropismo

hacia ciertos tejidos, causando daños irreparables y de difícil tratamiento. Uno de los

síntomas más característicos se denomina la cardiomiopatía Chagásica, que se

evidencia en el paciente por la aparición de alteraciones electrocardiográficas y también

por manifestaciones clínicas que involucran disnea, síncopes, eventos cerebro-

vasculares o incluso pueden llegar a un paro cardíaco; en los casos de pacientes con

afecciones procedentes de la fase crónica de la enfermedad. El tratamiento suele estar

enfocado a la resolución de los síntomas presentados, un ejemplo claro se puede

demostrar ya que a muchos de estos casos se les sugiere la implantación permanente

de marcapasos o incluso se les recomienda un trasplante cardíaco (51).
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(ver anexo 3 para manifestaciones clínicas adicionales)

2.2.2 Epidemiología

Se ha estimado que la enfermedad de Chagas afecta a cerca de 16 -18 millones

personas alrededor del mundo, según cifras presentadas por la Organización Mundial

de la Salud (1) también se sospecha que cerca de 100 millones de personas se

encuentran en riesgo de presentar la infección por encontrarse viviendo mayormente en

zonas endémicas o áreas con factores ecológicos o económicos compatibles con esta

infección. Por otro lado, en países no endémicos existe también un riesgo de contagio

que va a radicar principalmente en la migración de personas que provienen de zonas

endémicas.

Esta patología es endémica en 21 países de Latinoamérica, distribuyéndose su hábitat

desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina. Debido al desarrollo de la enfermedad

de Chagas en fase crónica que se produce en un aproximado del 30-40% de los casos,

se estima que cada año mueren de 10.000 a 12.000 personas por esta enfermedad.

(54).

Colombia, siendo un país latinoamericano cuya ubicación geográfica le permite poseer

zonas tropicales y rurales compatibles con la presencia del vector, además de tener

problemáticas sociales y económicos se considera una región endémica para la

enfermedad de Chagas, se estima que en este país se ven afectadas más de 437.000

personas, siendo el municipio del Casanare el mayor afectado pos sus características

eco-epidemiológicas que favorecen su transmisión (55). El Sistema de Vigilancia en

Salud Pública en Colombia, en su boletín de la semana epidemiológica 33, expone que,

tan solo en el periodo que abarca desde el 2012 al 2019 se confirmaron 248 nuevos

casos de Chagas agudo, entre los cuales un 40,3% de estos fueron ocasionados por

brotes de transmisión oral (3). (ver anexo 2, Figura 6)

2.2.3 Métodos de diagnóstico

Conforme han avanzado las técnicas de diagnóstico para enfermedades parasitarias,

se han descubierto e implementado diversos métodos para diagnosticar la enfermedad
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de Chagas. Actualmente se hace uso de más de una metodología, puesto que

dependiendo de la fase en la que se encuentre la patología y en algunos casos,

dependiendo también del tipo de paciente, existen protocolos que tienen la posibilidad

de ser más útiles (57). (ver anexo 2, Figura 7)

(ver anexo 4 para métodos de diagnóstico de enfermedad de Chagas)

2.2.4 Tratamiento para la enfermedad de Chagas

La Organización Mundial de la Salud y la Organización Panamericana de la Salud

tienen establecido que el tratamiento aprobado para la enfermedad de Chagas es

farmacológico y consiste en el uso de dos drogas, el Nifurtimox (un 5-nitrofurano) y el

Benzonidazol (un nitroimidazol), el método de acción de estas sustancias químicas

radica en activar las enzimas conocidas como nitroreductasas, las cuales generan

efectos citotóxicos que llevan a la muerte del parásito. (59) Aunque estos fármacos

posean propiedades químicas antiparasitarias comprobadas, su eficacia provoca que su

uso sea recomendado en la etapa aguda, por lo que el objetivo de esta terapia

farmacológica es evitar la progresión a la etapa crónica, ya que las drogas de elección

se encuentran muchas veces limitadas en esta fase de la infección. (60,61)

También, con el paso de los años se ha determinado que la seguridad y eficacia de

ambos fármacos distan mucho de ser ideales, ya que se ha identificado que pueden

inducir efectos mutagénicos, genotóxicos y cancerígenos. Actualmente el benzonidazol

es el único fármaco que se encuentra aprobado en la mayoría de los países endémicos

de América latina, esto se debe a que el nifurtimox fue retirado del mercado en muchos

países por orden de la Agencia de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos debido a

que se detectó que sus efectos secundarios eran demasiados y aún existía una gran

incertidumbre con respecto a su efectividad. Esto sumado a que se requieren largos

períodos de tiempo para cumplir con el tratamiento de los pacientes, se requiere un

extenso seguimiento de cada uno de los casos y que se ha evidenciado que existen

cepas de Trypanosoma cruzi que han desarrollado resistencia natural a estos fármacos
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(62) ha generado inconformidades y la necesidad de buscar terapias alternativas o que

fortalezcan las carencias de este tratamiento.

2.2.5 Control y prevención

Teniendo en cuenta que, en la actualidad, no se encuentra disponible ninguna vacuna

para la enfermedad de Chagas, el método de prevención a elección para la transmisión

vectorial en Latinoamérica es el control directo del vector.

Las recomendaciones sugeridas por parte de la Organización Mundial de la Salud

toman en cuenta las diversas vías de transmisión que tiene la enfermedad de Chagas,

ya que dependiendo del nivel de riesgo de contagio y cuál forma de transmisión es más

común en la región, se deberá evaluar qué medida de control y prevención es más

precisa

Para el caso de regiones donde se presente mayor riesgo de contagio vectorial, se

sugieren campañas de fumigación con insecticidas en las viviendas y áreas que se

encuentren cerca de los domicilios, para controlar la población del hematófago vector.

El mejoramiento de la infraestructura de las viviendas se ha sugerido para poder

prevenir la infestación por el vector, ya que se ha establecido que este artrópodo posee

preferencia por zonas de escasos recursos económicos para su hábitat. Otra medida

preventiva más enfocada al cuidado personal es sugerir el uso de toldillos, ya que se

conoce la actividad nocturna que presenta el insecto vector.

En regiones cuyos riesgos de infección estén enfocados al contagio por vía oral se

recomienda el uso de las buenas prácticas de higiene tanto para la preparación como

para el transporte, almacenamiento y consumo de los alimentos y bebidas a los que

tienen acceso las personas.

Tanto en países endémicos como en países no endémicos, se ha determinado la

necesidad de realizar un tamizaje de los donantes para transfusiones y trasplantes de

órganos, así como también se recomienda realizar pruebas de los órganos, tejidos o

células, tanto por parte de los donantes como también de los receptores.
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Para el caso de la enfermedad de Chagas congénita, el tamizaje de los recién nacidos y

otros hijos de madres infectadas será clave para poder proveer tanto un correcto

diagnóstico como un tratamiento oportuno y temprano.

Por último, las buenas prácticas de laboratorio y el conocimiento de las normas de

bioseguridad serán de vital importancia para prevenir los casos de contagios por

accidentes de laboratorio, tanto para el personal de salud que trabaja directamente con

muestras biológicas en zonas endémicas, como para el personal de laboratorio que

trabaja en investigación con este parásito. (63)

2.3 Género de plantas Piper

Las plantas que conforman este género pertenecen al reino Plantae, del filo

Magnoliofita, clase Magnoliopsida y a la familia Piperaceae, con respecto a su

morfología se pueden definir como arbustos, como enredaderas, como hierbas o en

ocasiones también con características de árboles, sin embargo, en cuanto a su tamaño

suelen tener alturas menores a 2 metros. Presentan en su tronco una madera suave y

en la mayoría de las especies presentan nudos, engrosados y prominentes; poseen

hojas simples cuya nerviación es generalmente ascendente, estas hojas son alternas

con la base de los pecíolos (Figura 9) envolviendo de esta forma el tallo, estas plantas

pueden contar con la presencia o con la ausencia de indumento e inflorescencias

dispuestas en amentos. Estas plantas pueden poseer frutos que reciben el nombre de

drupa, la cual posee una semilla que puede variar en cuanto a tamaño y en cuanto a

forma. (11) (ver anexo 2, Figura 9)

Se ha establecido que su distribución se presenta a lo largo de los trópicos, regiones en

donde posee un aproximado de 2500 especies. Colombia, gracias a su ubicación

geográfica cuenta con bosques húmedos y tropicales, especialmente localizados a lo

largo de la región Andina, esto le permite ser un hábitat ideal para las plantas de este

género, identificando al país colombiano como uno de los mayores poseedores de
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plantas Piper en Latinoamérica. Entre el amplio espectro de especies que posee este

género, las que mayor representación en el territorio colombiano se han descrito, son:

Piper aduncum, P. artanthe, P. asperiusculum, P. bogotense, P. hispidum P. arboreum, P.

nigrum, P. peltatum, P. imperiale y P. marginatum a lo largo y ancho del territorio

nacional. (65)

2.3.1 Usos comunes del género Piper

Las plantas pertenecientes al género Piper han sido utilizadas a lo largo del tiempo por

diferentes comunidades latinoamericanas como parte de su medicina tradicional para el

tratamiento de diversas enfermedades, para situaciones adversas que comprometen la

salud e incluso a nivel ecológico, a nivel de agricultura o a nivel culinario.

Como parte de la medicina tradicional de América latina, se ha encontrado que

infusiones realizadas con plantas de este género se han utilizado para diversas

enfermedades parasitarias, tales como la malaria y la leishmaniasis. También se han

descrito usos en diversas culturas tanto en América latina como en China, ya que en

ambos territorios se han utilizados estas plantas para tratar enfermedades o

padecimientos a nivel del sistema respiratorio, las infusiones de raíces y frutos han sido

utilizados para tratar el asma, dolores de pecho, la bronquitis y el dolor de abdomen,

además se conocen sus beneficios en el uso como agente antiinflamatorio, para tratar

condiciones como la diabetes, la gripe, la anemia, el cólera y como estimulante para

tratar afecciones hemorroidales (66).

Por otro lado, una gran variedad de especies del género Piper han empleadas

tradicionalmente en las afecciones que se presentan en el sistema digestivo, ya que

comunidades afrodescendientes e indígenas trataban el dolor de estómago y las caries

dentales con estas plantas. También se tiene el registro por parte de estas

comunidades del uso de infusiones y aplicaciones directas de plantas de este género

en forma de pasta como agente cicatrizante, como antiinflamatorios, como analgésicos,

antirreumáticos e incluso en el tratamiento contra la picadura de serpientes (67).
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Al existir una gran variedad en las especies de estas plantas, se pueden identificar

algunas que tienen un uso a nivel culinario ya que algunas como la especie P.

methysticum son usadas para realizar bebidas refrescantes y relajantes. En culinaria e

industria alimenticia, entre las plantas del género Piper, se encuentra la fuente principal

de la pimienta, cuyo representante más conocido es la especie Piper nigrum.

Cabe resaltar que el impacto a nivel ecológico que ofrece este género es relevante para

diversas culturas, ya que gracias al uso de sus frutos se provee de alimento tanto a

especies de aves como a especies de murciélagos frugívoros (68).

2.3.2 Características químicas del género Piper

Las especies del género Piper han generado un amplio interés entre los investigadores

a nivel mundial, siendo el foco central de diversos estudios fitoquímicos. Gracias a los

resultados que se han obtenido se ha permitido identificar al género Piper como el que

presenta un mayor número de compuestos bioactivos de la familia Piperáceae.

Estos estudios fitoquímicos se han realizado con la ayuda de estudiar los compuestos

que se han obtenido por medio de los aceites esenciales, las fracciones y los extractos

de estas plantas y sus diversas partes.

Entre los resultados que se han obtenido en los estudios de composición química de las

especies del género Piper, los compuestos más relevantes que se han aislado se

observan en la Figura 10. Y entre ellos cabe destacar la presencia de flavonoides,

quinonas, lignanos, alcaloides, sustancias derivadas del ácido benzoico,

fenilpropanoide, terpenos y amidas; la importancia de estos compuestos encontrados y

descritos radica en que se han reportado estudios donde se comprueba que estos

metabolitos tienen acción en los modelos celulares estudiados y que, entre los efectos

causados, se encuentra actividad antiparasitaria. (ver anexo 2, Figura 10)

Este amplio espectro de posibilidades encontrado en los metabolitos obtenidos de las

especies de Piper se entiende teniendo en cuenta la disposición de sus moléculas y su

naturaleza química. La posición de los grupos hidroxilo de las moléculas juegan un
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papel fundamental en estas vías de acción, además de poseer un núcleo aromático,

presentar una capacidad de ser solubles en grasas y la presencia de grupos orgánicos

como lo son el alquilo y el grupo acetato, son características de vital importancia para

otorgarle a los compuestos obtenidos en las diversas especies del género, sus

cualidades citotóxicas (69).

La presencia de moléculas que presentan actividad contra parásitos, que pueden ser

obtenidas por métodos de extracción en las plantas del género Piper, genera la

necesidad de estudiar el efecto en parásitos del Trypanosoma cruzi para identificar

cuales plantas poseen metabolitos secundarios que, posteriormente, se podrán estudiar

como posibles terapias alternativas a las que se encuentran actualmente suministradas

para la enfermedad de Chagas.

2.4 Extractos etanólicos

Para obtener un extracto etanólico, como su nombre lo indica, es necesario realizar un

procedimiento de separación de los compuestos de una planta con la ayuda de etanol

al 96% como solvente. El etanol por sus cualidades químicas, es capaz de extraer los

metabolitos de las muestras vegetales que previamente han sido maceradas y secadas,

posterior a esto, el solvente es evaporado y se obtienen los compuestos deseados (ver

anexo 5). La cantidad de compuestos extraídos y las propiedades químicas de estos

mismos, dependerán del solvente utilizado en la extracción, por lo que es necesario un

estudio previo para conocer las cualidades químicas de los metabolitos que se deseen

obtener.

2.5 Ensayos de citotoxicidad

En los modelos de investigación de laboratorio, para poder establecer el efectivo

funcionamiento de un tratamiento, es necesario estimar de manera indirecta el número

de células viables presentes después de dicho tratamiento, esto con el fin de poder

ofrecer un resultado cuantitativo del experimento realizado. Los proyectos de
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investigación, como parte de una primera fase experimental, hacen uso de las líneas

celulares (70,71), las cuales ofrecen una población de rápido crecimiento y de fácil

mantenimiento para poder realizar los estudios pertinentes sin recurrir a la

experimentación in vivo. Los estudios de citotoxicidad in vitro se realizan con el fin de

estudiar el comportamiento del tratamiento objeto de estudio sobre líneas celulares, así

con ayuda de diferentes métodos de tinción celular se obtendrán resultados

cuantificables. Una mayoría de estos estudios son de punto final ya que es imposible

seguir el comportamiento de las células después de haber sido sometidas a un

tratamiento que en muchos casos puede ser mortal.

● Con el objetivo de realizar una prueba in vitro ideal donde se busque evaluar la

proliferación celular y/o la citotoxicidad, se deben cumplir con las siguientes

características principales:

● La prueba debe ser simple, rápida y eficiente.

● La prueba debe ser económica asegurando que pueda ser reproducible sin que

esto genere grandes gastos para el laboratorio.

● La prueba debe ser sensible, segura y efectiva en la medida de la población

celular viable.

● Se debe observar que no exista ninguna interferencia con el compuesto que se

encuentre bajo evaluación (72).

Para poder evaluar la citotoxicidad in vitro de un posible tratamiento. Se disponen

actualmente de tres tipos de ensayos. El primero tiene como fundamento el uso de

colorantes somo lo son el cristal violeta y la sulforrodamina B, estos procederán a

colorear residuos celulares posterior a un tiempo de incubación con el compuesto que

será evaluado.

Para el caso del segundo tipo de ensayo, se hará uso de una serie de sustancias que

captan la liberación de componentes que constituyen la estructura celular, estas

sustancias podrán permitir la cuantificación de la actividad de enzimas tales como el

lactato deshidrogenasa (LDH).
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El tercer tipo de ensayo se fundamenta en cuantificar la función metabólica de las

células, esto se realiza haciendo uso de las sales de tetrazolio, las cuales al ser

reducidas a formazán producen una intensa coloración cuantificable con técnicas

espectrofotométricas, algunas de estas sales de tetrazolio pueden ser: El bromuro de

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT);

(3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) (MTS) y el

(23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilido) (XTT).

2.5.1 Ensayo de Lactato Deshidrogenasa

El lactato deshidrogenasa (LDH), es una enzima que se encuentra en el citoplasma de

las células vivas, esta enzima es soluble en agua y suele ser liberada cuando existe

muerte celular. En este ensayo citotóxico se evalúa la cantidad de LDH que se libera en

los medios de cultivo, pues el fundamento de esta prueba establece que en presencia

del sustrato del kit, el cual es el lactato, esta enzima transformará el lactato en piruvato,

generando en el proceso nicotinamida y adenina NADH; posteriormente la molécula

“WST”, que se encuentra presente en los reactivos de citotoxicidad del kit que se esté

empleando, reaccionará y se transformará de WST-1 a la forma de naranja de formazán

(ver anexo 6)

El final de la reacción genera un cambio de color que puede ser cuantificado y es

directamente proporcional a la cantidad de LDH liberada por las células, es decir que un

aumento en la citotoxicidad generará una mayor liberación de LDH al medio y en

consecuencia una mayor actividad colorimétrica podrá ser cuantificada (73).

2.5.2 Ensayo de bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

(MTT)

Este ensayo citotóxico se encarga de evaluar la actividad metabólica celular remanente

luego de hacer uso del tratamiento estudiado. El MTT es un compuesto químico que

pertenece a la familia de sales de tetrazolio, es un compuesto soluble en agua y posee

un característico color amarillo. Su fundamento se basa en la reacción de reducción que

ocurre al entrar en contacto con las deshidrogenasas mitocondriales, esta reacción
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provoca que el MTT se convierta en un compuesto de la familia de los formazanos,

cuyo color violeta es bastante evidente y adicionalmente es insoluble en agua.

Es necesario hacer uso de un disolvente orgánico como lo es el Dimetilsulfóxido

(DMSO) para poder realizar su cuantificación por colorimetría mediante la absorbancia

a una longitud de onda (λ) de 570, en este caso para la interpretación del resultado, se

observará que, a mayor actividad metabólica producto del tratamiento administrado a

las células, mayor será la formación de formazano y se obtendrá un mayor valor

cuantificable (74) (ver anexo 7).

3. Diseño metodológico:

3.1 Método de investigación.

De acuerdo a lo establecido por Artiles en su libro “Metodología de la investigación para

las ciencias de la salud” se permite establecer que el método de investigación utilizado

en este estudio pertenece a la categoría de Investigación Descriptiva. (75)

3.2 Enfoque de la investigación.
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Teniendo en cuenta que en este estudio se realiza un proceso de recolección, análisis y

exposición de datos tanto cuantitativos como cualitativos, el enfoque de la investigación

es mixto.

3.3 Métodos y procedimientos de la investigación.

De acuerdo a lo recomendado por Arksey y O'Malley (76) en su descripción general

para poder diseñar la metodología para un estudio de alcance, se tuvo en cuenta los

siguientes procedimientos:

● Identificar la pregunta de investigación

● Identificar los estudios más relevantes

● Seleccionar los estudios por medio de criterios de inclusión y exclusión

● Recopilar, resumir e informar los resultados obtenidos

En la recolección de los estudios y resultados se tuvo en cuenta la búsqueda de

trabajos de investigación que evaluaran extractos etanólicos de plantas del género

Piper y su acción citotóxica contra parásitos de Trypanosoma cruzi o parásitos de

estructura similar. El informe de los datos se presentó en forma de matriz en donde se

compararon dichos extractos tomando en cuenta sus capacidades antiparasitarias.

(Ver anexo 9)

4. Resultados y discusión:

4.1 Extractos etanólicos de plantas del género Piper con efecto tripanocida

presentes en Colombia.

Con el fin de poder identificar las especies de plantas del género Piper cuyos extractos

etanólicos hayan sido descritos en la literatura por poseer metabolitos con efectos

tripanocidas, se realizó una comparación de diversos estudios en donde se
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contemplaron 5 variables que aportarán soluciones a los objetivos descritos, tal como

se puede observar en la Tabla 1.

En la bibliografía investigada se encontraron artículos científicos, artículos de revisión y

trabajos de grado. La primera variable a destacar fue la especie del género Piper que

fue descrita en el estudio, ya que es de conocimiento que existen mundialmente

alrededor de 2500 especies de estas plantas. En este caso cabe resaltar el

protagonismo obtenido por parte de las especies de Piper regnellii, Piper aduncum y

Piper arboreum ya que las cualidades antiparasitarias de sus metabolitos en contra de

Trypanosoma cruzi fueron evidenciadas en más de un estudio.

La segunda variable evaluada en el estudio fue la estructura de la planta que fue

empleada para realizar los extractos etanólicos. Esta variable es una de las más

relevantes a tener en cuenta al momento de desarrollar un trabajo de investigación con

extractos vegetales, ya que, en muchas ocasiones elegir la parte más óptima podrá

determinar el éxito del desarrollo de un protocolo. Para el caso de Piper se observó que

las estructuras más empleadas fueron las hojas (H) las raíces (R) los tallos (T) y los

frutos (F) sin embargo, se evidenció que existe una gran predilección por las hojas al

momento de realizar los extractos, teniendo en cuenta que, de los 17 experimentos

seleccionados, 14 (82,35%) realizaron sus extractos con esta parte vegetal.

Como tercera variable estudiada, se tuvo en cuenta la actividad antiparasitaria que

presentaron los extractos y metabolitos analizados por los investigadores. El método

más común para cuantificar esta actividad citotóxica in vitro es por medio de la

determinación de la concentración inhibitoria 50 (IC50) que se define como la

concentración necesaria de un compuesto para disminuir el crecimiento de una

población a la mitad; sin embargo, se puede observar que, con relación a las

concentraciones, no todos los investigadores reportan sus resultados con la misma

nomenclatura. Cabe resaltar también que en 3 de los experimentos no se determinó el

resultado en términos de IC50, Luize (18) y Gomes (27) reportaron que en sus estudios

analizaron la afectación a la supervivencia en sus cultivos de parásitos con
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concentraciones previamente establecidas; en el caso de Luize su extracto a 100 mg/ml

redujo la supervivencia de su población en un 89.7%, mientras que, en el caso de

Gomes, su concentración estudiada fue 500 µg /mL y la población se redujo un 69%. En

el caso de Esperandim y colaboradores (20) su resultado se diferenció de los demás

porque su estudio fue realizado in vivo, es decir, el experimento fue evaluado en una

población de ratones infectados con los parásitos y los resultados expuestos por el

grupo de investigación se informaron en términos de reducción de la parasitemia, que

en este caso fue del 70,8% con una dosis de 20 mg/kg del metabolito.

El cuarto factor que se tuvo en cuenta fue el uso de modelos celulares para comprobar

la citotoxicidad de los metabolitos en contra de células de mamífero. Es de vital

importancia considerar esta variable al momento de realizar estudios de citotoxicidad

para poder establecer posibles tratamientos, ya que se debe demostrar de forma

cuantitativa que los compuestos que tengan actividad antiparasitaria no posean efectos

tóxicos contra el modelo celular empleado. En el caso particular de este estudio se

pudo determinar que el 41,18% de los experimentos realizados (7 estudios del total de

17) realizaron ensayos con algún modelo celular adicional a los cultivos de

Trypanosoma cruzi.

Por último, el quinto factor evaluado fue el geográfico, es decir, se estableció la

presencia de la especie vegetal estudiada en el territorio colombiano. Se pudo

evidenciar que 7 de los 17 estudios analizados (41,18% de los ensayos) se realizaron

con especies de Piper que, según la literatura, no se han descrito en Colombia.

(ver anexo 8, Tabla 1)

Este estudio tuvo presente los ensayos realizados con base en extractos etanólicos de

plantas del género Piper, por ende, los experimentos en donde se contemplan extractos

crudos con solventes como el metanol, el n-hexano, la acetona, entre otros, se

excluyeron del análisis final; los estudios realizados con aceites esenciales tampoco se

reportaron en esta investigación, sin embargo, cabe resaltar que no se niega en ningún

momento que aquellos extractos vegetales posean actividad tripanocida. Las especies

36



vegetales que fueron identificadas con un asterisco en la Tabla 1 pertenecen a

experimentos en donde se realizaron extractos etanólicos, en un principio y

posteriormente los investigadores aislaron moléculas y fracciones específicas para

analizar su citotoxicidad.

4.2 Ensayos citotóxicos de plantas del género Piper realizados en modelos

celulares.

Para la determinación de la viabilidad de un tratamiento con sustancias químicas, ya

sean metabolitos o extractos, es de vital importancia realizar ensayos que permitan

tener un juicio objetivo sobre la efectividad de la sustancia que se encuentra bajo

estudio. La razón principal de que existan un gran número de estudios que busquen

terapias alternativas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, radica en los

efectos secundarios que poseen los fármacos de elección, tanto el Benzonidazol como

el Nifurtimox.

Se busca entonces que un posible tratamiento alternativo debe poseer dos

características imprescindibles:

● Poseer efecto tripanocida comprobado en una o más formas del parásito.

● No poseer efecto tóxico contra células de mamíferos, o en caso de tener dicho

efecto, que la concentración de la sustancia que genere la citotoxicidad sea

mayor que la requerida para el efecto antiparasitario.

En la literatura se ha descrito que la capacidad citotóxica de una sustancia se expresa

en términos de su concentración citotóxica 50 (CC50) o la concentración del compuesto

necesaria para reducir la viabilidad de las células huésped en un 50%.

Con el fin de establecer una relación numérica entre estas dos condiciones, se han

propuesto cálculos con base a la relación de la concentración citotóxica al 50% y la

concentración inhibitoria al 50% (cuya fórmula se puede expresar de la siguiente

manera CC50/IC50) (77) a esta expresión cuantitativa se le ha denominado Índice de
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selectividad (IS) y es la elección, en la mayoría de los estudios, a tomar por los

investigadores para poder comparar la efectividad de su sustancia contra la efectividad

del Benzonidazol o el Nifurtimox. (78)

En esta investigación se sintetizó cuáles fueron los modelos celulares empleados por

los investigadores al momento de realizar sus experimentos, tal como se evidencia en

la Tabla 2; para el caso práctico de este estudio, poder determinar el IS de cada

extracto representa un reto, debido a que no todos los investigadores realizaron el

cálculo del CC50, un ejemplo claro de esto se observa en los experimentos realizados

con glóbulos rojos, en donde únicamente se evaluó capacidad de producir lisis celular.

(ver anexo 8, Tabla 2)

Se puede observar que existe una predilección al momento de seleccionar el modelo

celular, ya que las células LLC-MK2 y las células Vero son ambas líneas celulares que

provienen de riñón. Estas células son de fácil mantenimiento y reproducción, poseen

gran afinidad de infección con el Trypanosoma cruzi y permiten realizar ensayos sin

dificultades, como lo son el MTT o LDH. El 57,14% de los ensayos contemplados en

esta investigación utilizaron LLC-MK2 como modelo celular de estudio para determinar

la citotoxicidad de los extractos y ningún autor dio a conocer algún efecto tóxico en las

líneas celulares empleadas a las concentraciones trabajadas.

Se recomienda que se tenga en cuenta este tipo de variable al momento de plantear un

trabajo de investigación, el poder sustentar un resultado de citotoxicidad contra células

de mamífero puede contribuir con mayor información acerca del efecto que poseen las

sustancias que se estén estudiando, además de aportar con datos objetivos las

ventajas que tienen los metabolitos investigados contra las drogas de elección en

enfermedad de Chagas. Realizar una elección adecuada del modelo celular a emplear,

también forma parte vital de la estructura del trabajo, una buena estandarización del

protocolo de mantenimiento de las células y un buen manejo y conocimiento de estas

herramientas permitirán que los resultados sean los esperados.
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4.3 Determinación de la viabilidad de compuestos químicos de plantas del

género Piper como terapia contra la enfermedad de Chagas.

Destacando y en cuenta lo expuesto por Giraldo (79) en el 2015, Colombia es un país

que se puede considerar como privilegiado en aspectos biológicos, ya que cuenta con

gran diversidad de especies tanto animales como vegetales, una gran riqueza a nivel

ambiental y una gran diversidad en sus regiones y climas; este contexto que envuelve

al país genera que haya una mayor cantidad de enfermedades tropicales que pueden

afectar a su población, como lo es el caso de la enfermedad de Chagas, pero así

mismo, la biodiversidad que posee le puede suministrar la solución o parte de la

solución a este problema de salud pública.

En el año 1978 en Kazajistán, se estableció la Declaración de Alma-Ata en la

Conferencia Internacional sobre Atención Primaria de Salud en donde la medicina

tradicional es considerada por parte del personal de salud, para poder ofrecer sus

cualidades en beneficio de la población que lo necesite (80), así mismo el 2008 en la

Declaración de Beijing establecida en el Congreso de la OMS sobre Medicina

Tradicional (81) se reconoce la importancia de esta práctica en la atención primaria en

salud, siguiendo con el desarrollo teniendo en cuenta las bases de la investigación y la

innovación, esto toma mayor importancia teniendo en cuenta que como país en vía de

desarrollo, es necesario hacer uso de los recursos disponibles y los conocimientos

adquiridos por la experiencia.

Es por esta razón que realizar estudios en torno a la actividad que presentan los

componentes de plantas que han sido utilizadas en la medicina tradicional colombiana

toma especial importancia. Como se pudo evidenciar en la Tabla 1, los extractos

obtenidos de diversas especies de plantas del género Piper demostraron tener efecto

antiparasitario contra Trypanosoma cruzi. En la Tabla 2 se puede observar los estudios

que se realizaron adicionalmente en modelos celulares, dando así evidencia de que
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estos extractos no poseen efectos citotóxicos de importancia a bajas concentraciones.

Esto demuestra que los compuestos que provienen de plantas del género Piper tienen

un gran potencial para poder complementar o incluso reemplazar la terapia disponible

actualmente para la enfermedad de Chagas. Encontrar especies con efecto tripanocida

en el territorio colombiano ofrece la oportunidad de realizar trabajos de investigación a

futuro que permitan determinar nuevos compuestos con uso terapéutico e incluso

permite evidenciar las especies de plantas que aún no se han estudiado para iniciar un

proyecto de investigación. Además, cabe resaltar la capacidad que posee la fitoquímica

de ofrecer a la investigación nuevas alternativas terapéuticas para enfermedades que

representen problemas de salud pública en Colombia.

5. Conclusiones:

El uso de compuestos químicos obtenidos a partir de extractos de plantas del género

Piper ofrece una estrategia llamativa para la medicina actual, ya que se han descrito

diversas especies cuyos metabolitos poseen actividades antiinflamatorias,

antibacterianas, antimicóticas y antiparasitarias, tal como se pudo evidenciar en este

estudio donde se contempló el efecto tóxico contra Trypanosoma cruzi. Colombia, al ser

un país endémico para la enfermedad de Chagas, requiere de alternativas que permitan

controlar este problema de salud pública, por lo que tener en cuenta estos extractos

para futuras investigaciones será una alternativa llamativa.

Los estudios realizados con extractos de plantas del género Piper contra parásitos y

contra células de mamíferos, permiten establecer la existencia de metabolitos presentes

en estas especies vegetales que poseen un gran potencial para ser usados como

terapia alternativa para tratar la enfermedad de Chagas.

Colombia, al ser un país biodiverso, posee un amplio catálogo de especies vegetales

para estudiar y teniendo en cuenta los resultados preliminares, realizar trabajos de

investigación en el área fitoquímica le brindará un aporte significativo a la comunidad
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científica, a la comunidad médica y a todas las comunidades que se vean afectadas por

enfermedades tropicales.
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7. Anexos:

7.1 Anexo 1. Justificación de la monografía.

Para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, los fármacos propuestos por la

Organización Mundial de la Salud son el Nifurtimox y el Benzonidazol, los cuales tienen

múltiples efectos tóxicos en el genoma humano, ya que estudios han demostrado su

actividad mutagénica y cancerígena, además de generar hepatotoxicidad y supresión a

nivel de la medula ósea (5) demostrando así que estas propuestas son actualmente

insuficientes, en términos tanto de eficacia como de seguridad. Es aquí donde radica la

importancia de la búsqueda de nuevas terapias alternativas para el tratamiento de esta

enfermedad. Una de las propuestas más llamativas son las alternativas “naturales”,

como lo son la extracción de compuestos o metabolitos vegetales; es conocido que

desde los inicios mismos de la medicina, el humano se ha beneficiado haciendo uso de

lo que posee a su alrededor para combatir los males que le aquejaban tanto a su

especie como a los animales de los que disponía para realizar sus tareas diarias, es

aquí donde la fitoterapia surge como una solución tradicional para controlar diversas

enfermedades e infecciones, ya sean bacterianas, virales, parasitarias o micóticas (6).

Aún en la actualidad esta alternativa sigue siendo llamativa, ya que, a través de los

años, las investigaciones en el área fitoquímica han logrado determinar el efecto de los

metabolitos vegetales en diferentes enfermedades (7) razón por la que es válido

formular la oportunidad de poner a prueba extractos etanólicos de especies vegetales

que han demostrado poseer múltiples efectos, entre ellos los antiparasitarios (8,9).

Gracias a los estudios realizados en los últimos años, la comunidad científica ha

demostrado un interés considerable en las propiedades fitoquímicas que han

presentado los metabolitos de plantas del género Piper, estas especies vegetales han

demostrado poseer un gran número de compuestos bioactivos que han sido analizados

contra diferentes modelos microbiológicos, entre ellos los parasitarios como lo son los

géneros de Leishmania y Plasmodium, obteniendo resultados satisfactorios,
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demostrando así que existe una posibilidad de encontrar actividad contra Trypanosoma

cruzi. Las plantas del género Piper se encuentran distribuidas con un número estimado

de alrededor de 2500 especies a nivel mundial, especialmente distribuidas a lo largo de

Latinoamérica, ya que la región descrita posee múltiples zonas tropicales,

especialmente en países como Brasil y Colombia (10,11) de hecho, Colombia se

encuentra descrito como uno de los países con mayor distribución de especies

pertenecientes a este género, pues se ha podido establecer su presencia en gran parte

del territorio Colombiano, como por ejemplo en la región Andina (12), en donde se

encuentran principalmente tanto bosques húmedos como bosques tropicales, este país

entonces se encuentra beneficiado por su ubicación geográfica, además de encontrarse

catalogado entre los países más biodiversos a nivel mundial, permitiendo de esta forma

que el rango de especies vegetales a estudiar sea bastante amplio.

Los metabolitos secundarios que han sido obtenidos de plantas de este género han

demostrado, por sus cualidades químicas, su amplia gama de posibles usos en la

terapia antiparasitaria es por esto que con la ayuda de los estudios que han evaluado in

vitro la actividad tripanocida y citotóxica de extractos de plantas del género Piper, se

espera ofrecer una posible nueva alternativa al tratamiento de la enfermedad de

Chagas.
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7.2 Anexo 2. Figuras.

Figura 1. Distribución geográfica de T. cruzi en Latinoamérica teniendo en cuenta la

clasificación DTU. Ramirez JD, 2021 (32).
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Figura 2. Estadios morfológicos de Trypanosoma cruzi. Toso A, 2011 (34)

Figura 3. Ciclos de vida de Trypanosoma cruzi (Tomado del CDC, 2019)(36)
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Figura 4. Distribución geográfica por regiones de los principales vectores de

Trypanosoma cruzi en Colombia. Guhl F, 2007 (39)
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Figura 5. Vías de transmisión oral de la enfermedad de Chagas. Díaz ML, 2014 (42)

Figura 6. Regiones clasificadas según su control sobre el vector de Trypanosoma cruzi.

Pérez-Molina JA, 2017 (56)
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Figura 7. Presencia de anticuerpos contra Trypanosoma cruzi con relación a la fase de

la enfermedad. Flórez AC, 2017 (31)

Figura 8. Morfología de Trypanosoma cruzi observada en extendido de sangre

periférica. Flórez AC, 2017 (31)
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Figura 9. Estructura y partes básicas de plantas pertenecientes al género Piper.

Academia de Ciencias de California, 2021 (64)

Figura 10. Principales compuestos químicos descritos en plantas del género Piper.

Chitiva LC, 2020 (65)

7.3 Anexo 3. Manifestaciones clínicas adicionales.

7.3.1.1 Forma indeterminada

Esta fase se caracteriza por ser parte de la patología en su forma crónica, ya que estos

pacientes van a presentar resultados positivos en sus pruebas serológicas, sin

embargo, no manifiestan signos ni síntomas propios de la enfermedad. Se ha logrado

establecer que esta es la presentación más común de la etapa crónica, ya que

únicamente del 2 al 5% de los pacientes con esta presentación de la patología podrán

evolucionar a la forma cardíaca de la enfermedad, anualmente. Aproximadamente el

70% de los pacientes crónicos de la enfermedad de Chagas tienen un diagnóstico
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favorable y sobrellevarán esta presentación sin evidencia de daño cardíaco o digestivo

incluso después de años o décadas.

A pesar del bajo riesgo clínico que presentan estos pacientes, la importancia de esta

forma de la enfermedad se va a evidenciar en las zonas endémicas con presencia de la

transmisión vectorial, ya que estas personas seguirán siendo reservorios del parásito y

podrán seguir contribuyendo al ciclo de vida del Trypanosoma cruzi.

7.3.1.2 Forma cardíaca

Esta forma de la enfermedad tiene como característica principal el compromiso

cardíaco, que se presentará cuando el parásito tenga la capacidad y preferencia por

reproducirse en los cardiomiocitos, se espera que a futuro evolucione a miocardiopatía

dilatada o incluso insuficiencia cardíaca congestiva; se tiene un estimado de que el

compromiso cardiaco va a ocurrir en cerca del 30% de los individuos que presentan la

infección crónica sintomática, y es la causa principal de la mortalidad que caracteriza a

la enfermedad de Chagas. Este compromiso cardíaco producido por esta enfermedad

es el responsable de, aproximadamente 21.000 muertes por año en América Latina, la

falla cardiaca crónica causada por la cardiopatía chagásica crónica tiene un peor

pronóstico de lo que se ha podido observar en pacientes cuya falla cardiaca es

producida por otras etiologías, siendo que el 48% de las muertes más frecuentes se

dan por muerte súbita y el 37% se deben a falla cardíaca. Entre las manifestaciones

cardíacas que se pueden encontrar, se destacan las arritmias y su forma de

presentación clínica como lo son las palpitaciones, el sincope y la lipotimia (52).

7.3.1.3 Forma digestiva

Esta presentación de la enfermedad en fase crónica no es tan común como lo es la

presentación cardiaca, siendo de baja frecuencia en países como Colombia y se

caracteriza por afectar principalmente las conocidas vísceras huecas, como lo son el

esófago (produciendo el megaesófago) o el colon (generando el megacolon); en el

primero de los casos se logra determinar como principal síntoma la disfagia, pero en el
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caso del megacolon se identifica como síntoma principal la constipación lenta y

progresiva.

El parásito tiene la capacidad de generar esta presentación digestiva de la enfermedad

con ayuda de la reacción inmune del hospedero, ya que provocará un proceso

inflamatorio, el cual tiene un impacto negativo sobre los plexos intramurales y de fibras

nerviosas tanto del plexo submucoso de Meissner y el mientérico de Auerbach. Otros

síntomas que se han logrado encontrar en esta forma de la patología son el

meteorismo, la distensión abdominal, el timpanismo y la disquecia y, además, se ha

logrado demostrar que los pacientes afectados por esta presentación de la enfermedad

pueden presentar una disminución de las células intersticiales de Cajal en distintos

sitios del colon (53).

7.4 Anexo 4. Métodos de diagnóstico enfermedad de Chagas

7.4.1.1 Diagnóstico en fase aguda

Para la fase aguda (también aplica para la enfermedad de Chagas congénita) la

parasitemia es elevada, es decir que las técnicas de diagnóstico se van a basar
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principalmente en detectar el hemoparásito por métodos directos, ya sea en sangre

periférica o incluso en otros fluidos corporales, como el líquido cefalorraquídeo.

7.4.1.1.1 Microscopía directa

Como lo indica su nombre, esta metodología hace uso de la microscopía directa de una

gota de sangre del paciente entre lámina portaobjetos y laminilla, aquí se podrá realizar

la visualización de los tripomastigotes móviles de Trypanosoma cruzi.

7.4.1.1.2 Análisis de sangre con tinciones de Romanowsky

Para estas técnicas se utilizan dos tinciones que usan colorantes derivados de

Romanowsky, para el caso de la técnica de gota gruesa se utiliza la coloración de Field

en una gota gruesa de sangre capilar sobre una lámina, esta técnica permite una mayor

concentración de parásitos, pero una baja calidad en la morfología del protozoo.

Para el frotis extendido de sangre periférica se realiza una tinción de Giemsa, Field o

Wright sobre el extendido de la lámina, esta metodología ofrece una mayor calidad al

observar la morfología de los parásitos.

(ver anexo 2, Figura 8)

7.4.1.1.3 Técnicas de concentración

La sensibilidad para la detección de infección por el parásito se puede incrementar

mediante el uso de las técnicas de concentración, las cuales se basan en la

centrifugación de muestras sanguíneas para obtener así un mayor número de

hemoparásitos por campo microscópico con respecto al volumen de sangre analizado.

El ejemplo clásico de estos métodos son el microhematocrito, el micrométodo y el

método de Strout. 

7.4.1.1.4 Métodos indirectos

Para el diagnóstico en la fase aguda se puede hacer uso de técnicas cada vez más en

desuso, entre estas técnicas se incluyen el hemocultivo y el xenodiagnóstico, técnicas
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que actualmente se encuentran disponibles en laboratorios especializados y cuya

función principal se basa en la investigación.

Entre estos métodos también se encuentra contemplado el diagnóstico molecular del

parásito, entre estas opciones se realiza la Reacción en Cadena de la Polimerasa en

tiempo real (qPCR) que permite tanto la detección del parásito, como también la

cuantificación simultanea de ADN satelital de Trypanosoma cruzi.

7.4.1.2 Diagnóstico en fase crónica

Teniendo en cuenta que, para esta fase de la enfermedad, la parasitemia disminuye de

forma drástica, se sugiere hacer menor uso de los métodos parasitológicos directos, ya

que suelen ser negativos en un 60% de los casos y es entonces donde las pruebas

serológicas cobran mayor importancia para diagnosticar enfermedad de Chagas en fase

crónica.

Este diagnóstico se basa en la detección de anticuerpos tipo IgG anti-Trypanosoma

cruzi, inmunoglobulinas que toda persona que se encuentre en fase crónica debe

presentar en su suero. Según lineamientos de la Organización Mundial de la Salud,

teniendo en cuenta que ninguna de las pruebas serológicas alcanza un valor de

sensibilidad y especificidad equivalente al 100%, se establece que el diagnóstico de

infección de Chagas en su fase crónica solamente se podrá determinar mediante el

resultado positivo de 2 pruebas serológicas realizadas por métodos diferentes

simultáneamente (58) en caso de que se presente discordancia entre el resultado de

dos pruebas serológicas, se recomienda utilizar una tercera prueba diagnóstica para

llegar a un resultado concluyente.

La Organización Panamericana de la Salud tiene contempladas las siguientes pruebas

serológicas para el diagnóstico de enfermedad de Chagas en fase crónica:

● Enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA)

● Inmunocromatografía (ICT)

● Inmunoensayo quimioluminiscente de micropartículas (CMIA)
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● Hemoaglutinación indirecta (HAI)

● Inmunofluorescencia indirecta (IFI).
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7.5 Anexo 5. Preparación de extractos etanólicos de plantas del género Piper.

Este procedimiento de extracción se basa en el descrito por Gonzalez. (82)

En un principio, para obtener los extractos etanólicos, se deberá realizar la recolección

de la muestra y se tendrán en cuenta tallos, hojas y raíces de las plantas para esta

recolección. Se realiza el pretratamiento que consta de limpiar y secar las muestras.

Posterior a esto se realiza la reducción de tamaño en donde se tomará la muestra seca

y se macera con un molino. Para la extracción, el material vegetal se pesará y se

depositará en los recipientes dispuestos para tal fin, adicionando el solvente, que en

este caso es etanol, hasta cubrir completamente el material vegetal, se agitará y se

tapará. Se debe mantener en reposo por un período de 10 días con etanol 96%,

agitando esporádicamente el contenido. Para obtener finalmente el extracto se filtra el

producto, el solvente es recuperado con ayuda de un rotaevaporador, el extracto es

pesado y posteriormente almacenado. Por último, se debe realizar control de calidad

preliminar por cromatografía de capa delgada y otras pruebas de coloración.

Figura 11. Extractos obtenidos de plantas del género Piper. Parra JD, 2020.
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7.6 Anexo 6. Ensayo de citotoxicidad con LDH.

Protocólo descrito en el kit “The CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”.

● Agregar células en medio de cultivo (100 µL) en los pozos que sean designados

para cada ensayo. Tener en cuenta los controles recomendados por el kit.

● Agregar el extracto vegetal (50 µL) a cada pozo que sea designado para los

ensayos de citotoxicidad con las concentraciones específicas. Tener en cuenta

que para los controles negativos debe agregarse 50 µl de medio de cultivo con

células. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que en los controles positivos

se debe agregar 50 µL del medicamento que se considere de elección para la

enfermedad.

● Incubar las células a 37°C según el periodo de exposición designado. Nota: LDH

tiene una vida media de 9 horas luego de que es liberada en medio de cultivo por

lo que debe optimizarse el periodo de incubación.

● Transferir 50 µl de cada pozo de ensayo a una placa de 96 pozos.

● Agregar 50 µl del reactivo CytoTox 96 en cada muestra. Cubrir la placa de la luz

e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

● Agregar 50 µl de la solución de parada en cada pozo de ensayo.

● Reventar las burbujas presentes en el sobrenadante empleando una aguja de

jeringa y realizar la lectura de absorbancia a 490 nm o 492 nm dentro de una

hora luego de haber agregado la solución de parada. (73)
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7.7 Anexo 7. Ensayo de citotoxicidad con MTT.

Protocolo general para realizar ensayos de MTT (74)

● Disociar las células con tripsina EDTA y resuspender en medio de cultivo

suplementado

● Sembrar las células de estudio en placas de 96 pozos. Tener en cuenta que

aproximadamente debe haber 50.000 células por pozo.

● Incubar a 37 ºC y 5 % de CO2 durante 24 horas para permitir su adherencia.

● Añadir 20 µL de extracto o sustancia de estudio al pozo teniendo en cuenta la

concentración deseada.

● Incubar a 37 ºC y 5 % de CO2 durante 24 horas para permitir que la sustancia

actúe en todas las células.

● Descartar el medio de los pozos.

● Añadir 100 µL de medio sin suero y sin rojo de fenol por pozo.

● Añadir 50 µL de MTT (mg/ml) en solución tampón libre de calcio y magnesio.

● Incubar por 4 horas a 37 ºC para permitir la formación de cristales de formazán.

● Descartar el sobrenadante.

● Añadir 100 µL de isopropanol.

● Disponer a temperatura ambiente hasta que los cristales de formazan sean

disueltos.

● La lectura de densidad óptica (DO) se realiza en un espectrofotómetro a una

longitud de onda de 540 nm.
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7.8 Anexo 8. Tablas.

Especie
Parte
de la

planta

Actividad
antiparasitaria

Ensayos
realizados

en modelos
celulares

Se
encuentra

en
Colombia

Referencia

Piper barbatum H IC50 10 μg/mL No Si Calderon AL (15)

Piper holtonii R IC50 10 μg/mL No Si Calderon AL (15)

Piper
crassinervium

F IC50 36,79 μg/mL No Si Passerini G (16)

Piper
heterophyllum,
Piper aduncum
*

H IC50 16,5 μg/mL No Si Flores N (17)

Piper regnellii H AS 89,7%: 100
mg/ml

Si No Luize PS (18)

Piper arboreum F/H/T IC50 79,3 - 66,1 y
>100 μg/mL

No Si Regasini LO (19)

Piper
tuberculatum

F/H/T IC50 82 – 44,6 y
>100 μg/mL

No Si Regasini LO (19)

Piper cubebin* F RP 70,8%: 20
mg/kg

Si No Rodrigues V (20)

Piper ovatum* H IC50 41,5 ± 0,7 y
53,8 ± 6,2 μM

Si No Veiga-Santos P
(21)

Piper regnellii* H IC50 40,5 μM Si No Pelizzaro-Rocha
KJ (22)

Piper glabratum,
Piper
acutifolium*

H IC50 16,4 – 15,6, y
18,5 µg/mL

No Si Flores N (23)

Piper regnellii* H/R IC50 7,0 µg /mL Si No Shima P (24)

Piper regnellii* H IC50 7,0 – 7,5 y
80 µg /mL

Si No Shima P (25)

Piper aduncum H IC50 0,96 mg/mL No Si Avalos L (26)

Piper arboreum H AS 69%: 500 µg
/mL

Si Si Gomes F (27)

Piper
fuligineum

H IC50 26,67 mg/mL No Si Mazzeu B (28)

Piper regnellii H/R IC50 500 µg/mL No No Barbieri F (29)

H: Hojas F: Frutos T: Tallos R: Raíces
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Tabla 1. Plantas del género Piper cuyos metabolitos presentes en sus extractos

etanólicos demostraron tener efecto tripanocida. Construcción propia, Parra JD, 2021.

*: Estudio con metabolitos específicos.

IC50: Concentración en la que se inhibe el crecimiento de la población en un 50%, AS:

Afectación de la supervivencia, RP: Reducción de la parasitemia.

Especie
Modelo celular empleado

Glóbulos
rojos

Células
LLC-MK2

Células
Vero

Fibroblasto
s NCTC929

Referencia

Piper
regnellii X Luize PS (18)

Piper
cubebin X Rodrigues V (20)

Piper
ovatum X Veiga-Santos P (21)

Piper
regnellii X Pelizzaro-Rocha KJ (22)

Piper
regnellii X Shima P (24)

Piper
regnellii X X Shima P (25)

Piper
arboreum X Gomes F (27)

Tabla 2. Modelos celulares empleados en los 7 estudios seleccionados. Construcción

propia, Parra JD, 2021.
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7.9 Anexo 9. Estrategia para el planteamiento metodológico.

Teniendo en cuenta los objetivos planteados para el desarrollo optimo del presente

estudio, se realizó una búsqueda sistemática de artículos y tesis que reporten ensayos

de citotoxicidad contra parásitos de Trypanosoma cruzi u homólogos, para extractos

etanólicos de plantas del género Piper, con el fin de encontrar resultados que

demuestren acción tripanocida que tenga potencial terapeútico en sus componentes.

Con este fin, la búsqueda se realizó con ayuda de bases de datos que permiten el

acceso al material de investigación en línea. Dichas bases de datos consultadas fueron:

NCBI/ PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed), Science direct

(https://www.sciencedirect.com/), Google scholar (https://scholar.google.com/), Springer

(https://www.springer.com/la) Scielo (https://scielo.org/es/) y Scopus

(https://www.scopus.com/).

El proceso de búsqueda en estas bases de datos se realizó haciendo uso de palabras

clave, tanto en español como en inglés, las cuales fueron: Trypanosoma cruzi,

Enfermedad de Chagas, Extractos etanólicos, Extractos EtOH, Extractos

hidroalcohólicos, Piper, Piperaceae, Citotoxicidad, Efecto tripanocida, Efecto

antiparasitario y Ensayo citotóxico, junto con conectores booleanos, para construir

ecuaciones que correspondieran a un orden lógico de búsqueda que facilitaron la

consulta.
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Como criterios de elegibilidad y exclusión para los estudios analizados en el presente

trabajo, se tuvo en cuenta los siguientes ítems:

● El modelo celular empleado para determinar el efecto antiparasitario debe ser un

estadio del parásito Trypanosoma cruzi o un parásito homólogo que se utilice con

fines de investigación.

● Los compuestos químicos analizados en el ensayo deben provenir de una

extracción primaria cuyo solvente sea Etanol, se tienen en cuenta extractos

crudos y fracciones o moléculas que provengan de extractos crudos.

● Los extractos analizados deben proceder de especies de plantas que

pertenezcan al género Piper, dicha especie debe ser informada en el estudio,

además de especificar la parte de la planta empleada para obtener el extracto.

● Los resultados de los ensayos deben ser informados en el documento

consultado, dichos resultados deben ser reportados en términos de actividad

antiparasitaria.

Con el cumplimiento de los anteriores criterios, se determinó qué estudios eran

relevantes para el desarrollo del presente trabajo y se desarrolló el análisis

propuesto en los resultados.

74


