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as RESUMEN

L a ausencia de nuevos fárma-
cos para tratar la Enfermedad 

de Chagas hace que la búsqueda de 
nuevos agentes quimioterapéuticos 
sea una prioridad en la investigación 
parasitaria. Los extractos de Calendu-
la officinalis y en particular los de sus 
flores muestran un amplio espectro de 
acciones farmacológicas y en base a 
esto hemos ensayado la actividad tri-
panocida in vitro de epimatigotes de 
T. cruzi y la citotoxidad en la línea 
celular de fibroblastos. La evaluación 
de la actividad tripanocida se llevó a 
cabo utilizando la técnica colorimé-
trica con CPRG y la citotoxicidad en 
líneas celulares utilizando el sustrato 
Resazurina.  Ambos extractos etanó-
lico y acuoso al 20% de C. officinalis 
presentaron actividad tripanocida a 
la concentración de 6,25 µg/mL, con 
una actividad antiepimastigote mayor 
o igual a 70% y una baja citotoxicidad 
del 10%, actividad comparable con el 
fármaco de referencia benznidazol. El 
efecto inhibitorio en T. cruzi y baja 
citotoxicidad de los compuestos de 
estos compuestos los convierten en 
prometedores agentes tripanocidas.

PALABRAS CLAVE: Tripanocida, 
citotóxica, Calendula 

ABSTRACT

The absence of new drugs to treat 
Chagas Disease makes the search for 
new chemotherapeutic agents is a pri-
ority in parasitic research. Calendula 
officinalis extracts and particularly 
their flowers exhibit a broad spectrum 
of pharmacological actions, based on 

this we tested its in vitro trypanocidal 
activity on T. cruzi epimatigotes and 
the cytotoxicity on fibroblast cell line. 
The trypanocidal activity evaluation 
was carried out using the colorimetric 
method with CPRG and the cytotoxic-
ity using the substrate resazurin. The 
20% ethanolic and aqueous extracts 
of C. Officinalis showed trypanocidal 
activity at the concentration of 6.25 
µg/mL, with a antiepimastigote activ-
ity greater or equal to 70% and low 
10% cytotoxicity, tripanocidal activi-
ty comparable with the reference drug 
benznidazole. The inhibitory effect on 
T. cruzi and low cytotoxicity of these 
compounds make them promising try-
panocidal agents.

KEY WORDS: Trypanocidal, cyto-
toxicity, Calendula

INTRODUCCIÓN

La enfermedad de Chagas (tripano-
somiasis americana) es una endemia 
que afecta a millones de personas en 
Latino América (WHO,  2000b) con 
lo que causa importantes problemas 
sanitarios, económicos y sociales para 
los países afectados. Está considerada 
como una de las enfermedades “desa-
tendidas parasitarias” tropicales más 
importantes del mundo, junto con la 
malaria y la esquistosomiasis.

También podríamos llamar a la en-
fermedad de Chagas, la “enfermedad 
silenciosa”, por sus escasas mani-
festaciones clínicas, que hacen que la 
infección se propague, tanto por el au-
mento de inmigrantes procedentes de 
zonas endémicas como por la export-
ación de esta enfermedad debido a la 
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movilidad internacional (inmigración, 
turismo y cooperación). 

Se han propuesto dos alternativas 
para erradicar la endemia chagásica 
(WHO,  2000b). 

La primera consiste en la prevención 
de la transmisión por eliminación del 
insecto vector y por esterilización de 
sangre portadora, utilizada para trans-
fusiones. La segunda, consiste en la 
quimioterapia de los pacientes infec-
tados, con fármacos absolutamente 
eficaces, que además de lograr la cu-
ración del paciente eliminan el reser-
vorio humano de T.  cruzi. 

Para ello se han puesto en marcha 
campañas de erradicación del vec-
tor que se realizan desde hace varios 
años, y han tenido éxitos importantes 
(WHO, 2000a) donde la transmisión 
se ha reducido substancialmente o in-
cluso erradicado en muchos estados. 
Aunque esta iniciativa ha disminuido 
enormemente la incidencia de nuevas 
infecciones, no consuela a los más de 
14 millones de personas infectadas 
actualmente, sumadas a las 40 mil-
lones de personas que viven en zonas 
endémicas y con riesgos potencia-
les de contraer la infección (WHO,  
2000b).

Por el contrario, la cura parasitológi-
ca de los pacientes chagásicos, no ha 
tenido el mismo éxito. A pesar del 
tiempo transcurrido desde el descu-
brimiento de la enfermedad (CHA-
GAS, 1909), todavía no se dispone de 
una quimioterapia eficaz para todas 
sus formas clínicas. Es muy decepcio-
nante que en el momento de iniciar la 

revisión de la quimioterapia de esta 
enfermedad, al día de hoy poco haya 
cambiado de lo que era 37 años atrás. 
Las drogas utilizadas clínicamente, 
siguen siendo las mismas, con sus 
problemas de toxicidad, con su efica-
cia cuestionable y el prolongado trat-
amiento (DE CASTRO, 1993). 

Se puede decir que T. cruzi, el agente 
causal, ha desafiado todos los intentos 
para su eliminación pues los fármacos 
utilizados actualmente, Nifurtimox 
(Lampit) y Benznidazol (Radanil), 
son de relativa eficacia. El tratamien-
to de las infecciones producidas por T. 
cruzi es considerado como uno de los 
más insatisfactorios. 

En la búsqueda de compuesto activos 
contra T. cruzi se han ensayado varios 
productos de origen vegetal, entre el-
los, el miconidin (un derivado quinóli-
co) y el tingenon (un triterpeno) son 
activos contra epimastigotes, produc-
iendo una inhibición de la síntesis de 
proteínas y ácidos nucleicos (GOI-
JMAN et al., 1984). El taxol (aisla-
do de Taxus brevifolia) interfiere en 
la proliferación de los epimastigotes, 
evitando la división celular, pero per-
mitiendo la multiplicación de las or-
ganelas. Se cree que su mecanismo de 
acción es la estabilización parcial del 
citoesqueleto (BAUM et al., 1981). 

Entre los alcaloides probados están 
los indoles de la β-carbolina y las 
bisbenziltetrahidroisoquinolinas, que 
tienen un efecto inhibitorio sobre la 
proliferación de los epimastigotes de 
distintas cepas de T. cruzi (CAVIN et 
al., 1987; FOUNET et al., 1988). Los 
derivados de la violaceina (pigmento 
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as aislado de Chromobacterium violace-
um) inhiben la proliferación en medio 
axénico de las formas epimastigotes y 
amastigotes. No son activos en infec-
ciones experimentales (HAUN et al., 
1992). 

El gosipol, extraído de las semillas de 
algodón, es un compuesto polifenóli-
co y agente antifertilidad, activo con-
tra epimastigotes y tripomastigotes, 
que produce alteraciones estructura-
les en el kinetoplasto y la mitocondria 
(BLANCO et al., 1983). También re-
duce la parasitemia y prolonga la su-
pervivencia, sin producir la curación 
parasitológica (OLCINA y BLAN-
CO, 1990; ROVAI L. E., et al. 1990).  
El ajojeno es un producto natural 
aislado del ajo, que inhibe la síntesis 
de fosfolípidos y la proliferación de 
T. cruzi (URBINA et al., 1993). Los 
sesquiterpenos de Lychnophora sp in-
hiben la multiplicación de T. cruzi, la 
actividad es igual o superior a la del 
violeta de genciana (de OLIVEIRA et 
al., 1996). Tras el cribado frente a epi-
mastigotes de 79 extractos de plantas 
sudamericanas, se encontraron 9 con 
actividad anti-epimastigote, pertene-
cientes a las siguientes plantas: Mika-
nia cordifolia, Mimosa tenuiflora, Ce-
cropia pachystachya, Manilkara ach-
ras, Solanum pilcomayense, Curcuma 
longa, Philodendron bipinnatifidum, 
Neurolaena lobata y Scutia buxifolia 
(MUELAS-SERRANO et al., 2000).
Los extractos de Calendula officinalis 
y en particular los de sus flores mues-
tran un amplio espectro de acciones 
farmacológicas, entre las que sobre-
salen: antibacteriana, antiinflamatoria 
y cicatrizante (LASTRA y PIQUET, 
1999). En base a estas características 

farmacológicas de C. officinalis se 
han ensayado la actividad tripanocida 
en las formas epimatigotes de T. cruzi 
y la citotoxidad in vitro en la línea 
celular de fibroblastos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Extracto acuoso y etanólico de las 
flores de C. officinalis. Los extractos 
vegetales fueron proporcionados por 
el grupo de investigación colabora-
dor de la Universidad Central “Mar-
ta Abreu” de Las Villas, Santa Clara 
(Cuba).

Actividad antiepimastigotes. Para la 
determinación de la actividad tripano-
cida se utilizaron epimastigotes de T. 
cruzi, cepa CL tranfectada, que lleva 
inserto el gen de la β-galactosidasa 
de Escherichia coli (BUCKNER et 
al.,1996; VEGA et al., 2005). El sus-
trato utilizado para la determinación 
enzimática es el rojo de clorofenol 
β-D-galactopiranósido (CPRG). El 
cultivo de epimastigotes se realizó en 
medio axénico LIT, suplementado con 
suero bovino fetal estéril (SBF) 10% 
inactivado. Para el ensayo colorimé-
trico se sembraron en placas de 96 
pocillos 250.000 epimastigotes/mL 
conteniendo los extractos a ensayar 
en un volumen final de 200 µL. Como 
control se utilizó el fármaco de refe-
rencia benznidazol. Tras la adición de 
los extractos, las placas se incubaron 
72 horas a 28º C. Transcurrido este 
tiempo, se procedió a la determina-
ción colorimétrica. Para ello se aña-
dió 50 µL de la solución de CPRG a 
una concentración final de 200 µM y 
se incubó en estufa a 37º C durante 4 
horas. Finalmente se leyeron las ab-
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sorbancias a una longitud de onda de 
595 nm en un espectrofotómetro de 
placas, y se determinó la actividad de 
los extractos.

Citotoxicidad en fibroblastos NC-
TC929. Se sembraron 3x104  fibro-
blastos por pocillo en placas de 96 
pocillos con 100 µl de medio MEM, 
y se incubaron durante 24 horas a 37º 
C, 5% CO2, para que las células se 
adhieran a las placas. Transcurrido 
este tiempo se retiraron los medios y 
se añadieron 200 µl de medio fresco 
con los compuestos a ensayar a las 
distintas concentraciones y cada una 
de ellas por triplicado. Las placas se 
volvieron a incubar otras 48 horas. 
Además se incluyeron blanco, con-
trol de compuestos y control de creci-
miento. A las 48 horas de incubación 
se añadieron 20 µl de una solución de 
resazurina 2mM pH 7 y se incubaron 
por 4 horas a 37° C, 5% CO2. 

Las absorbancias fueron medidas a 
495 y 595 nm para calcular el por-
centaje de citotoxicidad (%C) de cada 
concentración de compuesto ensaya-
do (ROLON et al, 2004). 

Análisis de Resultados. La actividad 
tripanocida de los compuestos se de-
terminó comparando las absorbancias 
de los pocillos control con la de los 
pocillos con los extractos a ensayar, 
previa resta a todos ellos, de la absor-
bancia dada por el control positivo.  
Porcentaje de actividad anti-epimasti-
gote (% AE) % AE = [(A fármaco- A 
blanco fármaco) / (A control – A blan-
co)] x 100 siendo las absorbancias, la 
media de las absorbancias para cada 
concentración de producto. La absor-
bancia del blanco es la que contiene 

solo medio y blanco fármaco es el 
producto disuelto en medio. 

El porcentaje de citotoxicidad se 
calculó dividiendo el porcentaje de 
reducción de las células con el com-
puesto y el porcentaje de reducción de 
las células control, utilizando la sigui-
ente fórmula: 

%C= 1 - [(ALB – (ALA x RO) pocillo 
testado) / (ALB – (ALA x RO) pocillo 
control de crecimiento)] x 100
donde, ALB es la media de las absor-
bancias a la longitud de onda más baja 
(495 nm) y ALA es la media de las ab-
sorbancias a la longitud de onda más 
alta (595 nm) de cada concentración 
de compuesto testado o control de 
crecimiento; y, Ro representa el factor 
de corrección. La fórmula propues-
ta por GOEGAN et al. en 1995 para 
calcular el factor de corrección Ro 
es la siguiente:  Ro= AOLB / AOLA 
donde, AOLB es la media de las ab-
sorbancias a la longitud de onda más 
baja (495 nm) y AOLA es la media de 
las absorbancias a la longitud de onda 
más alta (595 nm) de la resazurina. 

A todas las absorbancias medidas se 
les restan las absorbancias del medio 
solo. Los datos experimentales se ex-
presan como la media (X) ± desvia-
ción estándar (S n-1), y los porcen-
tajes de actividad sobre las distintas 
formas parasitarias y sobre las células 
fueron hallados con el programa Mic-
rosoft Office Exell 2003.

Los datos experimentales se expre-
san como la media (X) ± desviación 
estándar (S n-1), y los porcentajes de 
actividad sobre las distintas formas 
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as parasitarias y sobre las células fueron 
hallados con el programa Microsoft 
Office Exell 2003.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En este trabajo se determina la activ-
idad tripanocida y citotoxicidad de 
dos extractos de  flores de C. offici-
nalis, un extracto etanolico al 20% 
y otro acuoso al 20%. Los extractos 
son considerados tripanocidas si la 
inhibición del crecimiento de los epi-
mastigotes es mayor al 70% (%AE 
>70), y citotóxicos si las células pre-
sentan un porcentaje de inhibición del 
crecimiento mayor al 25% (%C >25).

Los extractos fueron ensayados en las 
formas epimastigotes de T. cruzi y en 
fibroblastos NCTC929 a las concen-

traciones de 200, 100, 50, 25, 12,5, 
6,25, 3,12 y 1,56 µg/mL. 

Se observó una actividad tripanocida 
del extracto etanólico al 20% mayor 
o igual al 75% a las concentraciones 
de 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 µg/
mL y luego la actividad decae a 20 y 
10% a las concentraciones de  3,12 y 
1,56 µg/mL, respectivamente (Tabla 
I). El extracto acuoso al 20% presentó 
una actividad tripanocida mayor o ig-
ual al 70% a las concentraciones de 
200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 µg/mL 
y luego la actividad decae a 30 y 25% 
a las concentraciones de  3,12 y 1,56 
µg/mL, respectivamente (Tabla I). 

La actividad citotóxica en líneas 
celulares de fibroblastos del extracto 

TABLA 1. Actividad antiepimastigote y citotoxicidad de los extractos acuoso
y etanolico de C. officinalis.

* %AE: Procentaje Antiepimastigotes **DE: desviación estandar *** Porcentaje Citotoxicidad
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etanólico al 20% fue del 100% a las 
concentraciones de 200, 100, 50, 25 
y 12,5 µg/mL, disminuyendo su cito-
toxicidad a 10% a la concentración de 
6,25 µg/mL y luego toxicidad nula a 
3,12 y 1,56 µg/mL. El extracto acuo-
so al 20% presento una citotoxicidad 
igual o mayor al 80% a las concen-
traciones de 200, 100, 50, 25 y 12,5 
µg/mL, disminuyendo su citotoxici-
dad a 10% a la concentración de 6,25 
µg/mL y luego toxicidad nula a 3,12 
y 1,56 µg/mL al igual que el extracto 
etanólico (Tabla I). 

Al comparar la actividad antiepimas-
tigotes y la citotoxicidad observamos 
que las concentraciones con actividad 
tripanocida para ambos extractos es la 
de 6,25 µg/mL, ya que la actividad an-
tiepimastigote es mayor o igual a 70% 
y una baja citotoxicidad del 10%, ac-
tividad comparable con el fármaco de 
referencia benznidazol (Tabla I). 

Ambos extractos de C. officinalis en-
sayados presentaron una selectividad 
parasitaria en la forma extracelular de 
T. cruzi por lo que el siguiente paso 
seria el ensayo en la forma parasitar-
ia intracelular a la concentración que 
fueron activas y no citotóxicas de 
6,25 µg/mL. También es de interés 
del grupo de investigación realizar y 
ensayar extractos de flores de C. of-
ficinalis locales y comparar con las 
obtenidas de los extractos ensayados 
que corresponden a cultivos de la isla 
de la República de Cuba.

La C. officinalis es una planta anual 
que se cultiva en todo el mundo y sus 
flores son utilizadas tanto desde el 
punto de vista ornamental como para 

la preparación de productos termina-
dos en las industrias farmacéutica y 
cosmética .

En los estudios farmacológicos re-
alizados con extractos o fracciones 
a partir de las flores de C. officinalis 
se han detectado las mismas propie-
dades que se informan en la medici-
na tradicional, entre ellos mostraron 
actividad antibacteriana especial-
mente contra Staphylococcus aureus 
y S. fecalis (DUMENIL G., 1980), 
antiinflamatoria (FLEISHNER AM., 
1985), antimicótica (AGUILA GIL et 
al, 2000), cicatrizante (MICHEL F., 
1977), colagogo (UBEEVA I. 1987), 
antitumorales y citotóxicas (UKIYA 
M, et al., 2006.). En aplicación inter-
na se emplea como estimulante de la 
actividad hepática, la secreción biliar 
y en el tratamiento de úlceras gástri-
cas (AGUILA GIL et al, 2000). Ex-
ternamente la decocción, tintura o 
pomada se emplea en escaras, úlceras 
varicosas, erupciones cutáneas y otras 
afecciones de la piel (SCHMIDIDI-
GER O. 1987).

Este trabajo reporta por primera vez 
la actividad tripanocida y citotoxici-
dad inespecifica en lineas celulares 
de fibroblastos de extractos de flores 
etanólico y acuoso de C. officinalis. 

CONCLUSIONES

Los dos extractos, etanólico y acuo-
so, de las flores de C. officinalis pre-
sentaron actividad tripanocida a las 
concentraciones de 6,25 µg/mL y 
citotoxicidad nula. A la vista de los 
resultados obtenidos ambos extractos 
ensayados son muy prometedores, ya 
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as que presentan una elevada actividad 
en epimastigotes de T. cruzi y baja o 
nula toxicidad en la línea celular de 
fibroblastos NCTC929.

Posteriormente los extractos pasarán 
a la siguiente fase del screening far-
macológico, para evaluar su potencial 
actividad sobre amastigotes intracelu-
lares in vitro.
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