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RESUMEN

Introduccion: La quimioterapia actual para enfermedad de Chagas es precaria con solo dos opciones
de tratamiento: nifurtimox y benznidazol. Las plantas representan una fuente inmensa de moléculas
potencialmente activas contra agentes infecciosos. Objetivo: Determinar la composicion quimicay evaluar
la actividad de aceites esenciales de Tagetes, recolectados en Colombia, contra Trypanosoma cruzi y su
célula de mamifero hospedera. Materiales y métodos: Los aceites esenciales se obtuvieron de plantas
colectadas en diversas regiones de Colombia; se extrajeron por hidrodestilacion asistida por la radiacion
de microondas y se caracterizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La
actividad de siete (7) aceites esenciales se determind en epimastigotes, amastigotes intracelulares de 7.
cruzi'y células Vero. Los resultados fueron expresados como la concentracion que inhibe (CI, CI, ) o
destruye (CC,,CC, ) 50 6 90 % de parasitos o células. Resultados: Los componentes mayoritarios de los
aceites fueron estragol, dihidrotagetona y cis-tagetona con diferencias de composicion entre las especies
de Tagetes evaluadas. Todos los aceites esenciales fueron activos en epimastigotes de 7. cruzi. El aceite
de T. heterocarpha fue activo contra amastigotes intracelulares (CI, 41,35 pg/mL). Los aceites de T.
caracasana y T. heterocarpha fueron toxicos para las células Vero. Conclusiones: Los aceites esenciales
obtenidos de T. heterocarpha, T. caracasana y T. zipaquirensis mostraron capacidad para inhibir el
crecimiento de 7. cruzi. Estudios complementarios de la actividad sus componentes mayoritarios se
realizan actualmente. Salud UIS 2009; 41: 280-286
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Composicién quimica y actividad anti-tripanosomal de aceites esenciales obtenidos de Tagetes (Fam. Asteraceae), recolectados
en Colombia

ABSTRACT

Introduction: The current chemotheraphy of Chagas diseases is poor, with only two treatment options: nifurtimox and
benznidazole. The plants represent an immense source of potentially active molecules against infectious agents. Aim:
To determine the chemical composition and biological activity of Colombian Tagetes essential oils against Trypanosoma
cruzi and its mammalian host cell. Materials and Methods: Plants were collected in various region of Colombia and
essential oils were extracted by microwave-assisted hidrodistillation and characterized by gas chromatography coupled
with mass spectrometry. The activities of seven (7) essentials oils were determinate in epimastigotes and amastigotes
of T" cruzi and on Vero cells. The result were expressed as the concentration to inhibit (CC,, CC, ) or destroy (CC,,
CC,) 50 or 90 % of parasites or cells. Results: Estragole, dihidrotagetone and cis-tagetone were the main components
of essential oils, with quantitative differences between the evaluated Tagetes species. All essential oils were active in
epimastigotes of 7. cruzi. T. heterocarpha essential oil was active in intracellular amastigotes (IC, 41,35 ug/mL). The
oils from T caracasana y T. heterocarpha were toxic to Vero cells. Conclusions: The essential oils obtained from
T heterocarpha, T. caracasana and T. zipaquirensis inhibit the growth of 7. cruzi. Additional studies on the major

components activities against parasites are now under study. Sadud ULS 2009; 41: 280-286

Keywords: Essential oils, Asteraceae, Tagetes, Trypanosoma cruzi

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis ampliamente
distribuida en Latinoamérica donde 15 millones de
personas se encuentran infectadas con el protozoario 7.
cruzi'y 75 a 90 millones estan expuestas a la infeccion'.
En Colombia se estima que 1.300.000 habitantes han
sido diagnosticados en alguna fase de la enfermedad?.

El nifurtimox y el benznidazol son los medicamentos
usados para tratar la enfermedad de Chagas. Sin embargo,
su baja efectividad en la fase cronica, los prolongados
esquemas terapéuticos, la disponibilidad reducida y los
efectos adversos que estos medicamentos pueden generar
en los pacientes, hacen que los tratamientos disponibles
sean insatisfactorios. Algunos medicamentos empleados
en otras patologia, tales como: alloprurinol, ketoconazol,
fluconazol, asi como nuevos derivados de los triazoles se
encuentran en estudio para ser usados en el tratamiento
de esta parasitosis**. Frente a este panorama, surge la
necesidad de buscar y desarrollar nuevos medicamentos
seguros y eficaces en esta patologia.

Algunas plantas y sus productos han presentado
actividad contra el 7" cruzi in vitro. Extractos de Annona
muricata, Desmopsis panamensis, Pseudomalmea
boyacana, Rollinia exsucca, Rollinia pittieri, Xylopia
aromatica’, Albizia zygia®, asi como aceites esenciales
de Thymus vulgaris’, Syzygium aromaticum, Ocimum
basillicum® han mostrado actividad contra formas
extracelulares de 7. cruzi, con valores de IC, entre
10 y 500 pg/mL. Algunos derivados de productos
naturales tales como monoterpenos hidroperoxidos y

cubeibina inhiben el crecimientos de epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes axénicos de 7. cruzi con
IC,, de 0.5 a 25 uM*".

Las plantas del género Tagetes (Familia Asteraceae),
conocidas comunmente como clavelon, maravilla, ruda o
estragodn, tienen una distribucion mundial y comprenden
aproximadamente 60 especies, siendo las mas comunes 7.
minuta, T. erecta, T. patula, T. tenuifoliay T. lucida"'. Por
las caracteristicas de sus flores tienen usos ornamentales,
por su olor anisado sirven como especies en las comidas.
Enlamedicinafolkldrica, infusiones y extractos se utilizan
como antihelminticos, antiespasmoédicos, diuréticos,
antidepresivos, antimalaricos y antiinflamatorios'>!*.
Los aceites esenciales del genero Tagefes presentan
diversidad en su composicion entre las especies. Terpenos
como ocimeno, cimenona, tagetona, estragol, entre otros,
se encuentran mas comuinmente!'"'5,

Extractos de algunas especies de Tagetes, tales como 7.
patula, T. pusila, T. minuta, T. lucida y T. mdxima han
presentado efectos nematocida, insecticida, antifungico,
antibacteriano, antiinflamatorio y antioxidante!>!¢°,
Estas actividades biologicas han sido relacionadas
con la presencia de piretrina, flavonovides, tienoles
y terpenoides. Sin embargo, la actividad de aceites
esenciales de Tagetes en protozoarios, como el 7. cruzi,
no ha sido ampliamente estudiada.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
composicién quimica y evaluar la actividad de aceites
esenciales de Tagetes recolectados en Colombia contra
T’ cruzi 'y su célula de mamifero hospedera.
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MATERIALES Y METODOS Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Colombia (Bogota); los pliegos testigo

de cada planta identificada fueron depositados en el

Plantas, extracciéon y composicién de los aceites ° 3 g
Herbario Nacional de Colombia.

esenciales

Las plantas del género Tagetes fueron colectadas en
diversos Departamentos de Colombia (Tabla 1) e
identificadas por el doctor Jose Luis Fernendez del

Tabla 1. Lista de plantas y actividad biologica de aceites esenciales de Tagetes en T. cruzi y celulas Vero.

ng/mL
Nombre Numero Lugar de Yield
Botanico Voucher  Recoleccion %
T. cruzi Células Vero
epimastigotes Amastigotes
P & intracelulares
CCCSO CC90
+DS +DS
ICaSO IC90 b ICSO
+DS +DS 1S +DS 1C,, IS
Ipiales, 12,84 25,41 41,35 43,03
T. heterocarpa 519603 Narifio 0,14 L0010 +0.44 3,4 £0.13 >50 1,0 +6.80 >100
. . Bolivar, 18,94 42,00
T lucida (1) 512074 Santander 0,40 096  +1.62 >15,8 >100 >100 >3  >300 >300
. . B/manga, 13,94 99,27
T lucida (2) 512074 Santander 0,33 017 >100 >21,5 294 >100 >3,0 >300 >300
T. zipaquirensis Chiquiza, 21,30 35,78 149 126,40
(1) 2109 pivaca O 090 x031 P ases PO 08 Lp5 7300
T. zipaquirensis Sogamoso, 7,69 12,88 118,41 194,34
2) 21028 g vack 0.5 1027 z019 23 Loz TR0 1O 56 7300
T zipaquirensis Toca, 21 43,40 69 157,25
3) 521087 Boyacé 120 ooa aae7 P siaea 1000230 phg 300
Samaca, 4,56 12,72 74 25,73 91,72
T. caracasana 521072 Boyacd 1,1 £034 4028 5,6 £4.03 >100 0,3 1868 +2435
0,90 1,24 0,46 17,63
d 5 > ’ 5
LS 2003 2001 120 01 8 B3 g4y 7100

@ Concentracion Inhibitoria, ® fndice de selectividad, ¢ Concentracion citotoxica, ¢ Nifurtimox, ¢ El nimero de COL es el mismo

porque los cultivos fueron propagados a partir de la misma planta madre.
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Los aceites esenciales se obtuvieron por hidrodestilacion
asistida por radiacion de microondas (MWHD) y la
composicion fue determinada por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
Los componentes de los aceites fueron identificados con
base en sus indices de retencion (IR) y por comparacion
de sus espectros de masas con los de las bases de datos
(Wiley, NIST, Adams).

Parasitos y células

Epimastigotes de 7. cruzi (cepa 320101)*2! fueron
cultivados a 28°C en medio de cultivo de Liver Infusion
Triptose (LIT) suplementado con 10% de suero bovino
fetal inactivado por calor (SBFi, Gibco). Las células
Vero (ATCC) fueron mantenidas en medio de cultivo de
RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 5% de SBFi a
37°C, 5% CO, y 95% humedad.

Aceites esenciales y medicamentos de referencia

Se evaluaron siete (7) aceites esenciales obtenidos
de T. heterocarpha, T lucida, T zipaquirensis y T.
caracasana. Como medicamento de referencia se
utilizo el nifurtimox (Bayer). Soluciones stock de
los aceites y del nifurtimox fueron preparadas en
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) a una concentracion
final de DMSO no mayor del 1%. Soluciones de
trabajo fueron preparadas en los medios de cultivo
antes de los ensayos.

Ensayos de actividad contra el T. cruzi

Los epimastigotes de 7. cruzi fueron tratados con
diluciones 1:3 de diferentes concentraciones de los
aceites esenciales (3,7-100 pg/mL) y del nifurtimox
(0,4-11 pg/mL), por 72 horas a 28°C. Parasitos de
control fueron mantenidos sin compuesto. La inhibicion
del crecimiento fue determinada microscopicamente
por conteo directo de parasitos en caAmara de Neubauer.
Los amastigotes intracelulares de 7. cruzi fueron
obtenidos por infeccion de monocapas de células Vero
con tripomastigotes de 7. cruzi durante 24 horas, en un
radio de infeccion parasitos:célula de 10:1. Amastigotes
intracelulares de 7. cruzi fueron tratados con diluciones
1:3 de diferentes concentraciones de los aceites
esenciales (3,7-100 pg/mL) y del nifurtimox (0,1-
3,7-ug/mL) por 120 horas a 37°C, 5% de CO, y 95%
humedad. Parasitos de control fueron mantenidos sin

compuesto. El porcentaje de infeccion fue determinado
por conteo microscopico en células fijadas con metanol
y coloreadas con Giemsa.

Ensayos de toxicidad en células Vero

Se determind por el método de MTT
((3-(4,5-dimetiltiazol-2-i11)-2,5difenil-tetrazolio
bromuro)?. Monocapas de células Vero fueron tratados
con diluciones 1:3 de concentraciones de aceites
esenciales (11,1-300 ng/mL) e incubados por 72 horas a
37°C, 5% CO, y 95% humedad. Células control fueron
mantenidos sin compuesto. Se adicion6é el MTT a los
pozos con células y se incub6 por 4 horas a 37°C para
permitir la formaciéon de los cristales de formazan, que
fueron disueltos posteriormente con DMSO para la
lectura de la Densidad Optica. La concentracion fue
determinada espectrofotométricamente usando un lector
de microplacas (Anthos 2020) y DO de 580 nandémetros
(nm) La concentracion citotoxica se calculd usando la
formula: % citotoxicidad=100 x (DO grupo control-DO
grupo tratado)/ DO grupo control.

Analisis de resultados

La actividad de los compuestos en epimastigotes y
amastigotes intracelulares de 7. cruzi fue expresada
como la concentracion de aceite esencial que inhibe el
50% o 90% de los parasitos (CI,, CI, ). La toxicidad
en células Vero fue expresada como la concentracion
citotoxica para el 50% o 90% de las células (CI,;
CC,,). Los anteriores parametros fueron calculados
usando regresion sigmoidal (Msxlfit™; ID Business
Solution,UK). El indice de selectividad de los aceites
fue calculado como el cociente de la CC, y la IC,,.
Cada concentracion se evalio por triplicado y los
ensayos fueron realizados dos veces.

RESULTADOS

Componentes de los aceites esenciales

Se identificaron 19 componentes principales (Tabla 2).
Estragol fue el componente mayoritario en 7. lucida
91,4 y 96,6%); dihidrotagetona en 7. zipaquirensis
(42,0; 24,4 y 35,7%); cis-tagetona en T. caracasana
(58,4%). En el aceite esencial de T. heterocarpha los
componentes cis-tagetona y dihidrotagetona alcanzaron
cantidades relativas de 16,0 y 13,3%, respectivamente.
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Tabla 2. Composicion quimica de aceites esenciales de especies de Tagetes recolectadas en diversas regiones de Colombia.

Componentes mayoritarios

Cantidades relativas (%)

IS 20 3¢ 44 S5¢ 6 7¢
cis-B-Ocimeno 3,0 - - - 6,1 20,0 11,7
trans-pB-Ocimeno - 2,19 1,0 12,1 - - 0,3
allo-Ocimeno - - - 2,0 - 2.8 1,8
cis-Ocimenona 6,3 - - - - - -
trans-Ocimenona 12,3 - - - - - 1,8
B-Bisaboleno 3,0 - - - - - -
Espatulenol 5.4 - - - - - -
Estragol 1,9 91,4 96,0 - - - -
B-Mirceno - 4,0 2,0 53 10,9 5.8 -
Dihidrotagetona 13,3 - - 42,0 24,4 35,7 15,6
cis-Tagetona 16,0 - - 3,3 3,6 5,8 58,4
trans-Tagetona 1,7 - - 3 4.6 43 -
6,7-epoxi-Mirceno 1,0 - - 13,0 31,0 10,7 -
Linalool 1,0 1,0 - 1,3 1,6 1,4 -
Timol 1,0 - - - - - -
Biciclogermacreno 1,3 - - - - - -
Canfeno - - - 1,0 - - -
Limoneno - - - 1,0 1,0 - -
p-Cimeno - - - 1,0 1,0 -

aT. heterocarpa, * T. lucida (1),°T. lucida (2), * T. zipaquirensis (1), ° T. zipaquirensis (2), ' T. zipaquirensis (3), ¢ T. caracasana

Actividad contra el T. cruzi:

Todos los aceites esenciales fueron activos en las
formas de epimastigotes de 7. cruzi con valores de
CI,, entre 4,56 y 21,30 ug/mL; el aceite esencial de T.
caracasana fue el mas activo, sin embargo con relacion
al nifurtimox fue 5 veces menos activo (Tabla 1). Los
IS en epimastigotes fueron >3 en todos los aceites.

En amastigotes intracelulares el aceite esencial de 7.
heterocarpha fue activo (CI,; 41,36 pg/mL), pero con
relacion al nifurtimox (CI, 0,46 ug/mL) este aceite fue
aproximadamente 90 veces menos activo. Los aceites
esencialesde T lucida, T. caracasanay T. zipaquierensis
fueron parcialmente activos (Tabla 1).
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Actividad en células Vero:

Losaceitesesencialesde T. caracasanay T. heterocarpha
fueron toxicos para las células Vero con valores de CC,
de 25,73 y 43,03 pg/mL, respectivamente.

0

DISCUSION

Los aceites esenciales obtenidos de plantas colombianas
del género Tagetes mostraron una variedad en su
composicion quimica, actividad contra 7. cruzi y
toxicidad moderada o nula en células de mamifero.

La composicion quimica de los aceites esenciales
evaluados revel6 diferencias de acuerdo con la especie.
Las principales variaciones en la composicion se
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presentaron entre las cuatro especies, mientras que
interespecie las diferencias se relacionaron con la
concentracion y no con el tipo de componentes. Sin
embargo, otros estudios han reportado variaciones
intra-especificas que permiten agrupar los aceites de una
misma especie de Tagetes en subtipos''. Gil et al (2000)
establecieron la existencia de tres quimiotipos de aceites
esenciales de 7. minuta. El Quimiotipo 1: relacionado
con Z-B-ocimeno, dihidrotagetona, Z-tagetona,
E- y Z-tagetenonas y limoneno; Quimiotipo 2: con
dihidrotagetona y Quimiotipo 3: con a-fenandreno y E-
B-cimeno. Las variaciones quimicas intracspecificas en
aceites esenciales han sido establecidas en mas de 400
especies y familias y pueden estar relacionadas con las
marcadas diferencias en la actividad bioldgica de los
aceites esenciales de la misma especie®. Por otra parte,
estudios han reportado componentes caracteristicos del
aceite esencial de 7. lucida como el linalool, estragol
(45%) y metil-eugenol''; similares a los encontrados
en el aceites esencial de la especie estudiada en el
presente trabajo.

Diversas especies de Tagetes han mostrado actividad
biologica in vitro. Extractos de T. terniflora, T. minuta
y su flavonoide, quercetagetina, han mostrado actividad
contra bacterias como Escherichia. coli, Stafilococcus
aureus, S. epidermidisy P. aureginosa '®**. Extractosde 7.
patula han mostrado actividad antifiingica, antibacterial
y nematocida como resultado de la acumulacion de
tiofenos fototoxicos®?’. Aceites esenciales obtenidos
de T minuta y T. erecta poseen actividad frente a
larvas y adultos de Anopheles stephensi ''. Extractos
de T lucida han mostrado actividad contra S. aureus,
Candida albicans. Este mismo extracto fue evaluado
frente a epimastigotes y tripomastigotes de 7. cruzi, sin
embargo, no presentd actividad (CI,, > 1 mg/ml) **.

En el presente estudio, se demostrd por primera vez la
capacidad que tienen los aceites esenciales obtenidos
de T heterocarpha, T. caracasana 'y T. zipaquirensis T.
de inhibir el 7. cruzi. La actividad de los compuestos
mayoritarios de estos aceites en las formas parasitarias
esta siendo evaluada actualmente.
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