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ARTICULOS ORIGINALES

Efecto anti-Trypanosoma cruzi del aceite esencial de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf (hierba luisa) en ratones Balb/c

Cymbopogon citratus (DC) Stapf (lemongrass) essential oil has
anti-Trypanosoma cruzi effect in Balb/c mice

Juan Rojas’, Sergio Ronceros', Olga Palacios’®, Carlos Sevilla®

"Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Perd.
? Instituto de Medicina Tropical, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

Resumen

Objetivo: Determinar la actividad anti-Trypanosoma cruzi in vivo del aceite esencial de Cymbopogon citratus en ratones Balb/c. Disefio:
Estudio experimental, prospectivo. Institucion: Instituto de Investigaciones Clinicas e Instituto de Medicina Tropical de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Material bioldgico: Aceite esencial de Cymbopogon citratus;
ratones albinos Balb/c. Intervenciones: Los animales fueron asignados aleatoriamente a seis grupos de 15 ratones cada uno: infectados
y no tratados (G1), infectados y tratados con benznidazol 100 mg/kg (G2), infectados y tratados con aceite esencial de Cymbopogon
citratus 100 mg/kg y 250 mg/kg (G3 y G4, respectivamente), no infectados y no tratados (G5), y no infectados y tratados con 250 mg
de Cymbopogon citratus (G6). La infeccion con T. cruzi se realizo con 10° trypomastigotes sanguineos y el tratamiento empezo en el
8° dia post infeccion (dpi) hasta el 28° dpi. La parasitemia se determind con microscopia Optica cada dos dias en 5 pL de sangre de la
cola. En el 14°, 21° y 28° dpi, cinco animales de cada grupo fueron sacrificados y se removié el corazon para estudio histopatologico.
Principales medidas de resultados: Parasitemia, numero de nidos de amastigotes e infiltrados inflamatorios. Resultados: El aceite
esencial de Cymbopogon citratus 250 mg/kg/dia produjo una reduccion significativa en el pico de parasitemia desde 113,92 + 25,66
hasta 74,60 + 12,37 tripomastigotes/mL (p < 0,05). Con 100 mg/kg/dia se produjo una reduccion hasta 77,40 + 14,93 tripomastigotes/
mL (p < 0,05). También redujo el nimero de amastigotes y de infiltrados inflamatorios en el corazén. Conclusiones: El aceite esencial
de Cymbopogon citratus tuvo efecto anti-Trypanosoma cruzi en ratones Balb/c en lo referente a la disminucion de la parasitemia, el
numero de nidos de amastigotes y los resultados inflamatorios.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Cymbopogon citratus, hierba luisa, aceite esencial.

Abstract

Objective: To determine anti-Trypanosoma cruzi effect of Cymbopogon citratus essential oil in Balb/c mice. Design: Experimental,
prospective study. Setting: Institute of Clinical Research and Institute of Tropical Medicine, Faculty of Medicine, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Biological material: Cymbopogon citrates essential oil; Balb/c albino mice. Interventions: Animals
were randomly assigned to six groups (n = 15): infected and untreated (G1), infected and treated with benznidazole 100 mg/kg (G2),
infected and treated with essential oil of Cymbopogon citratus 100 mg/kg and 250 mg/kg (G3 and G4, respectively), uninfected and
untreated (G5), and uninfected and treated with 250 mg/kg of Cymbopogon citratus (G6). Infection with T. cruzi was conducted with
10* blood trypomastigotes and treatment began on 8th day post infection (dpi) through 28th dpi. Parasitemia was determined by optical
microscopy every 2 days in 5 uL of blood drawn from the tail. In dpi 14, 21 and 28, five animals from each group were sacrificed and
the heart was removed for pathology study. Main outcome measures: Parasitemia, number of amastigotes nests and inflammatory
infiltrates. Results: Cymbopogon citratus essential oil 250 mg/kg/day reduced parasitemia peak significantly from 113.92 + 25.66
to 74.60 £ 12.37 tripomastigotes/mL (p <0.05). With 100 mg/kg/day there was a reduction to 77.40 + 14.93 tripomastigotes/mL (p
<0.05). There was also reduction in number of amastigotes and inflammatory infiltrates in the heart. Conclusions: Cymbopogon citratus
essential oil had anti-Trypanosoma cruzi effect in Balb/c mice as shown by decline in parasitemia, number of amastigotes nests and
inflammatory infiltrates.
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INTRODUCCION

La tripanosomiasis americana o enfer-
medad de Chagas est4 presente en casi
todos los pafses de América Latina y
afecta de 18 a 20 millones de personas,
desde México hasta Chile y Argentina.
En el Perd, los departamentos en los
que se ha reportado casos autdctonos
de enfermedad de Chagas son Piura,
Cajamarca, Amazonas, Apurimac, San
Martin, Junin, Ucayali, Hudnuco, Ica,
Arequipa, Moquegua y Tacna V.

La farmacoterapia actual de la enfer-
medad de Chagas comprende escasa-
mente dos fArmacos, el nifurtimox y el
benznidazol; ambos son tdxicos, es ne-
cesario administrarlos por largo tiempo
y solo sirven para la fase aguda de la
enfermedad @. Ante esta situacién, es
urgente la bisqueda de nuevos agen-
tes terapéuticos para la enfermedad de
Chagas y las plantas medicinales son
una alternativa viable.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf es
una hierba de la familia Poaceae (Gra-
mineae), nativa del Sureste de Asia,
pero actualmente crece alrededor del
mundo, principalmente en las regio-
nes tropicales y sabanas. Conocida con
el nombre comin, segin los diversos
paises, de ‘hierba luisa’, ‘cafia santa’,
‘lemongrass’, ‘te limén’, ‘citronela’ y
otros, es una planta perenne que crece
formando densos grupos de hasta 3 m
de altura, con rizomas cortos. Sus hojas
son erectas, glabras planas, de més de 1
m de largo, 5 a 15 mm de ancho, borde
superior cerrado en la base, con mér-
genes rugosos y ligulas membranosas o
4dridas de 4 a 5 mm de largo, inflores-
cencias erectas, generalmente en pares
de racimos ©.

En medicina tradicional, Cymbopo-
gon citratus es utilizada en la forma de
decoccién o infusién como anticata-
rral, antiespasmddico, hipotensor, anti-
pirético y tranquilizante ¢,

Los estudios farmacolégicos reali-
zados en diferentes modelos experi-
mentales han demostrado varias pro-
piedades de Cymbopogon citratus. Asf,
los diversos extractos preparados de

esta planta han mostrado actividades

como antioxidante ©¢!%; hipocoleste-
rolémica 12 sedante ™, antiinfla-
matoria (%% hipoglicemiante 2,

antiftingica contra Epidermophyton flo-
cosum, Trichophyton rubrum y Candida
albicans ®17 inhibicién de Staphylococ-
cus aureus y Escherichia coli '® y sobre
Salmonella typhi 1, inhibicién de la for-
macién de focos de criptas aberrantes
en el estadio de iniciacién y promocién
en el colon de ratas @, asf como inhibi-
cién de la fase temprana de hepatocar-
cinogénesis en ratas V. Ademads, tres
C-glicosilflavonoides de las hojas de
Cymbopogon citratus mostraron efecto
inhibitorio significativo de la oxidacién
de LDL, pudiendo ser beneficiosos para
prevenir o atenuar la aterosclerosis ¢,

Por otra parte, el aceite esencial de
Cymbopogon citratus también ha de-
mostrado variadas actividades biolégi-
cas como antiftingica ®2
contra Helicobacter pylori ?9 antibacte-
riana contra Listeria innocua @7, ansioli-
tico, sedativo y anticonvulsivante ®, y
anticonvulsivante, cuyo mecanismo de
accion, al menos en parte, depende de
la neurotransmisiéon GABAérgica *;
analgésico @9, larvicida, ovicida y re-
pelente contra el mosquito de la filaria,
Culex quinquefasciatus ©V. Asimismo,
el principal constituyente del aceite
esencial, el citral, mostré significativo
efecto antiinflamatorio, debido a Ia
inhibicién de la produccién de 6xido
nitrico a través de la supresién de la ac-
tividad del NFkB ©?. También mostré
potencial anticancer al inducir apopto-
sis en varias lineas celulares de céncer
hematopoyético, acompafiado de frag-
mentacién del ADN e induccién de la
actividad catalitica de la caspasa-3 ®¥.
Ademas, claramente inhibid el creci-
miento tanto de micelios como de leva-
duras de Candida albicans *.

), bactericida

La mayorfa de estudios de la activi-
dad tripanocida con derivados de plan-
tas se ha efectuado solamente in vitro.
En un estudio realizado por nuestro
equipo de investigacién, hemos demos-
trado que entre diez aceites esenciales
de plantas medicinales, Cymbopogon

citratus (DC) Stapt inhibi6 el creci-
miento in vitro de epimastigotes de T.
crugi, con una buena CI50 de 63,09 ug/
mL ©%. Esto nos motivé a continuar el
estudio, por lo que nos propusimos eva-
luar in vivo el efecto anti-Trypanosoma
cruzi del aceite esencial de Cymbopogon
citratus en un modelo de ratén.

METODOS

En el presente estudio experimental,
prospectivo, se utilizé una cepa de
Trypanosoma cruzi aislada del vector
Triatoma infestans colectado en el De-
partamento de Arequipa, Pert. Los pa-
résitos fueron mantenidos por pasajes
de sangre infectada a ratones albinos
Balb/c normales.

En el experimento se usé tripomas-
tigotes sanguineos cosechados por pun-
cién cardfaca de los ratones infectados
por Trypanosma cruzi, en el pico de pa-
rasitemia.

Para la infeccién in vivo, se obtuvo
ratones albinos machos (25 = 2 g) del
Instituto Nacional de Salud, manteni-
dos bajo un ciclo de luz/oscuridad de
12/12 horas y se les permitié una se-
mana de aclimatacién antes del experi-
mento, con alimento y agua ad libitum.
La infeccién se realizé por inyeccién
intraperitoneal de 10* tripomastigotes
sanguineos.

Los animales fueron asignados alea-
toriamente a los siguientes grupos ex-
perimentales (n = 15): a) infectados
y no tratados (G1); b) infectados y
tratados con benznidazol 100 mg/kg
(G2); ¢) infectados y tratados con acei-
te esencial de Cymbopogon citratus 100
mg/kg (G3); d) infectados y tratados
con aceite esencial de Cymbopogon ci-
tratus 250 mg/kg (G4); e) no infectados
y no tratados(G5); vy, f) no infectados
y tratados con 250 mg de Cymbopogon
citratus (G6).

La planta Cymbopogon citratus (DC)
Stapt fue colectada en el Jardin bota-
nico de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Pert; una muestra fue
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llevada al Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos para su identificacién taxoné-
mica (voucher: 069-USM-2010).

El aceite esencial de Cymbopogon
citratus fue obtenido por arrastre con
vapor de agua ®¥, para lo cual se utilizé
las hojas frescas de la planta; el desti-
lado se separé tomando en cuenta sus
propiedades de inmiscibilidad y dife-
rencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial. Utilizando una pera de
separacién de vidrio, se deshidraté las
impurezas de agua en el aceite esencial
con Na SO, anhidro, se filtrd, guardan-
dose en un frasco de vidrio color 4mbar
bajo refrigeracién, a una temperatura
de 4 °C, hasta su uso. El aceite esen-
cial fue disuelto en dimetilsulf6xido
(DMSO) al 1% vy se administré por via
oral en las dosis indicadas a los grupos
G3, G4y G6, desde el 8° al 28° dpi (dia
post infeccién). El benznidazol fue ad-
ministrado en dosis de 100 mg/kg/dia
por via oral (G2), en un esquema simi-
lar a los grupos anteriores, mientras que
el G1 solo recibi6 el vehiculo.

La parasitemia fue determinada indi-
vidualmente cada dos dfas por micros-
copia directa, contando los parésitos en
5 ul de sangre obtenida de la cola del
ratén.

Enlos dpi 7, 14, 21 y 28, se evalu6 el
peso corporal.

En el 14° 21°y 28° dpi, cinco rato-
nes de cada grupo fueron sacrificados
por dislocacién cervical y los corazones
fueron rapidamente removidos y pro-
cesados para andlisis histopatolégico.
Los corazones fueron cortados longi-
tudinalmente, lavados en buffer fosfato
salino (PBS) helado y fijados en formal-
dehido al 10% en PBS. Los tejidos fija-
dos fueron deshidratados y embebidos
en parafina. Secciones de 3 um fueron
coloreadas con hematoxilina-eosina
(HE) y analizados por microscopia de
luz. Se determiné el nimero de nidos
de amastigotes y de infiltrados inflama-
torios (més de 10 células mononuclea-
res) en 100 campos en cada lamina. Se
obtuvo el nimero promedio de nidos
de amastigotes o infiltrados inflamato-
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Figura 1. Efecto del tratamiento por via oral con aceite esencial de Cymbopogon citratus sobre la

parasitemia en ratones infectados con 10° tripomastigotes sanguineos de T. cruzi, durante 28 dias.

En el pico de la parasitemia, en el 22 dpi, se produjo una reduccion significativa con el tratamiento

con C. citratus en dosis de 250 y 100 mg/kg (p < 0,05), segun andlisis de datos por ANOVA de una
via seguido por una prueba post hoc de Scheffé.

rios por campo, con tres secciones de
cada ratén.

Al inicio del experimento y en los
dpi 7, 14, 21 y 28, se evalué el peso cor-
poral.

Los datos obtenidos fueron expresa-
dos como media = desviacién estdndar
y las comparaciones entre los grupos
experimentales fueron realizadas por
ANOVA de una via seguido por una
prueba post-hoc de Scheffé. Se consi-
derd las medias significativamente dife-
rentes cuando p < 0,05. Se utilizé el
software SPSS 15.0.

RESULTADOS

El tratamiento a partir del 8° dpi con el
aceite esencial de Cymbopogon citratus
(hierba luisa) en dosis de 250 mg/kg/dia
por via oral produjo una reduccién sig-
nificativa desde 113,92 = 25,66 hasta
74,60 = 12,37 tripomastigotes/mL (p
< 0,05) en el pico de la parasitemia,
en el 22" dpi. Con la dosis de 100 mg/
kg/dfa se produjo una reduccién de la

parasitemia hasta 77,40 = 14,93 tripo-
mastigotes/mL (p < 0,05). La parasite-
mia se redujo 100% con el tratamiento
con 100 mg/kg/dia de benznidazol, tal
como se muestra en la figura 1.

La ganancia de peso corporal fue
alterada levemente en los ratones in-
fectados, pero la disminucién del peso
no fue significativa en ninguno de los
grupos respecto al control (G5: no in-

fectado-no tratado), ni siquiera en el
dpi 28 (tabla 1).

El mayor ntimero de nidos de amas-
tigotes se observé en el 28° dpi en el
grupo infectado y no tratado (7,60 =
2,48 nidos de amastigotes/100 campos),
seguido por el grupo infectado y tratado
con 100 mg/kg de Cymbopogon citratus
(2,00 =+ 1,55 nidos de amastigotes/100
campos), produciendo dicho tratamien-
to una reduccién de 73,68%, mientras
que con 250 mg/kg de Cymbopogon ci-
tratus se produjo una reduccion signi-
ficativa de 89,47% (p < 0,05). En el
grupo tratado con benznidazol 100 mg/

kg, no se observé nidos de amastigotes
en el 28° dpi (figura 2).
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Tabla 1

Cymbopogon citratus, comparado con ratones no infectados.

Grupo

. Variacion del peso corporal de ratones infectados con 104 trypomastigotes de T. cruzi tratados con benznidazol y

Dias post infeccion (dpi)

0 7 21 28
Infectado-No tratado 28,33 = 3,44 30,60 = 2,97 31,47 = 3,85 31,00 = 3,24 31,40 = 3,65
Infectado-Benznidazol 100 27,80 = 2,18 31,40 + 2,26 31,60 = 3,27 32,20 = 2,68 32,20 = 3,03
Infectado-C. citratus 100 28,67 + 2,50 30,33 + 2,29 31,13 213 29,20 + 4,55 29,80 = 5,21
Infectado- C. citratus 250 27,80 = 3,14 30,67 + 3,77 30,47 = 4,12 30,40 = 4,93 30,20 = 4,10
No infectado-No tratado 28,73 = 2,09 30,27 + 2,28 31,00 = 2,59 34,60 = 2,30 36,20 = 2,77
No infectado-C. citratus 250 28,47 1,99 31,53 = 2,67 30,80 + 2,86 31,27 = 3,45 33,20 = 3,42

Valores expresados como media aritmética + desviacion estandar.
No existen diferencias significativas con respecto al grupo No infectado-No tratado. Datos analizados por ANOVA de una via seguido por una prueba post
hoc de Scheffé.
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Figura 2. Nidos de amastigotes/100 campos en corazdn de ratones infectados con
10* tripomastigotes sanguineos de T. cruziy tratados con benznidazol y Cymbopogon

citratus.

mg/kg de C. citratus, desde 7,60 + 5,55 a 0,80 + 1,19 amastigotes/100 campos (p < 0,05).

En el 28 dpi se produjo una reduccion significativa en el grupo tratado con 250
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Figura 3. Infiltrados inflamatorios/100 campos en corazén de ratones infectados con
10" tripomastigotes sanguineos de T. cruzi y tratados con benznidazol y C. citratus.
En el 28 dpi se produjo una reduccion significativa en los grupos tratados con 100 y

250 mg/kg de C. citratus (p<0,001).

El nidmero de infiltrados
inflamatorios/100 campos se incremen-
té progresivamente en el grupo infec-
tado y no tratado, siendo mayor en el
28° dpi. El tratamiento con el aceite
esencial de Cymbopogon citratus en do-
sis de 250 mg/kg produjo una reduccién
significativa de infiltrados inflamato-
rios en el 28° dpi, de 47,20% + 12,62
a 10,60 + 1,67 (p < 0,001) infiltrados
inflamatorios/100  campos,
que con 100 mg/kg de C. citratus se re-
dujo hasta 11,20 + 4,82 (p < 0,001)
(figura 3).

mientras

DISCUSION

En la bidsqueda de nuevas drogas al-
ternativas para el tratamiento de pro-
tozoarios hemoflagelados, el aceite
esencial de Cymbopogon citratus (DC)
Stapf aparece como agente prometedor
con actividad contra ciertos parésitos.
Tanto este aceite esencial como su
principal componente, el citral, mos-
traron actividad antiproliferativa sobre
promastigotes y amastigotes axénicos y
amastigotes intracelulares de Leishma-
nia amazonensis, en donde los promas-
tigotes sufrieron notables alteraciones
morfolégicas y ultraestructurales ©9.
Asimismo, se ha demostrado que este
aceite esencial presentd accién inhi-
bitoria in vitro sobre promastigotes de
Leishmania chagasi, observandose al-
teraciones morfoldgicas drésticas del
parésito, incluyendo hinchazén celular,
acumulacién de gotas de lipidos en el



EFECTO ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DEL ACEITE ESENCIAL DE CYMBOPOGON CITRATUS (DC) STAPF (HIERBA LUISA) EN RATONES BALB/C

citoplasma e incremento del volumen
acidocalcisoma ©7. Por otra parte, el
aceite esencial de Cymbopogon citratus
también mostrd significativa actividad
contra Plasmodium berghei en ratones,

produciendo una supresién de la para-
sitemia de hasta 86,6% ©9.

En nuestra investigacién, el aceite
esencial de Cymbopogon citratus (hierba
luisa) produjo reduccién del pico de pa-
rasitemia (figura 1) y reduccién signi-
ficativa del ntimero de nidos de amas-
tigotes e infiltrados inflamatorios en el
tejido cardiaco (figuras 2 y 3), aunque
el efecto no fue comparable al de la
droga de referencia, el benznidazol, que
en la dosis de 100 mg/kg/dfa produjo la
reduccién del 100% tanto de tripomas-
tigotes sanguineos como de amastigo-
tes tisulares. Estos resultados podrian
guardar relacién con el estudio in vitro
de Santoro y col., el afio 2007 ®9, quie-
nes demostraron en Brasil que el aceite
esencial de Cymbopogon citratus inhibié
el crecimiento de epimastigotes y tri-
pomastigotes de Trypanosoma cruzi e
inhibi6 fuertemente la proliferacién de
amastigotes intracelulares. También, se
ha demostrado actividad in vitro con-
tra Trypanosoma brucei brucei 49,

En la cuarta semana, se pudo apre-
ciar una disminucién de la parasitemia y
de los nidos de amastigotes en todos los
grupos (figuras 1y 2), relacionado pro-
bablemente al control del crecimiento
del parssito en el tejido que ejerce el
sistema inmune por reclutamiento
principalmente de células CD8*, que
destruyen los reservorios intracelu-
lares y por macréfagos activados por
interferon-y Y. Asimismo, la quimio-
quina CCL2 participa en la reduccién
de la carga parasitaria, controlando Ia
infiltracién celular y la activacién mo-
nonuclear durante la fase aguda de Ia
infeccién por T. cruzi ®?. Por otra parte,
los propios cardiomiocitos podrian con-
tribuir a controlar el crecimiento del
parésito y el influjo celular mediante la
activacién de la enzima 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas #¥.

La variacién en la ganancia de peso
corporal en el curso de los 28 dpi de-
mostré que, a pesar que hubo una re-
duccién del peso en los grupos tratados
con el aceite esencial de Cymbopogon
citratus, no hubo diferencias significa-
tivas al final del tratamiento (tabla 1),
lo cual nos podrfa indicar una aparente
falta de toxicidad del aceite esencial en
las dosis utilizadas. Bafiuelos y col., en
2006 “9 demostraron una menor ga-
nancia de peso en ratones al adminis-
trar durante 30 dfas el aceite esencial
de esta planta con el agua de bebida; en
general, no observaron lesiones histo-
patoldgicas significativas y solo efectos
irritantes leves en piel o mucosa eso-
fagica, por el contacto prolongado. Se
ha demostrado que este aceite esencial,
en concentraciones menores a 100 pL/
mL, no muestra citotoxicidad sobre cé-
lulas epidérmicas humanas de la linea
HaCat ®). También se ha demostrado
la falta de citotoxicidad sobre macré-
fagos ©9. En otro estudio, la adminis-
tracién de este aceite con alimentos a

ratas durante 60 dfas no mostré toxi-
cidad “9,

El andlisis quimico del aceite esen-
cial de Cymbopogon citratus (DC) Sta-
pf realizado en Brasil, revela que el
principal componente es el citral “?,
el cual es una mezcla de dos aldehidos
monoterpénicos isoméricos, geranial
y neral; al isémero trans- se le conoce
como geranial o citral A, y el isémero
cis- es conocido como neral o citral B.
Esto podria sugerir la posibilidad que el
citral esté involucrado en la actividad
anti-Trypanosoma cruzi, dado que se ha
demostrado que diversas estructuras
terpénicas de otras especies vegetales
exhiben actividad contra uno o todos

los estadios de Trypanosoma cruzi #852),

En conclusién, en las condiciones
del experimento, el aceite esencial de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf tuvo
efecto anti-Trypanosoma cruzi en rato-
nes Balb/c, en lo referente a la dismi-
nucién de la parasitemia, el ntimero de
nidos de amastigotes y los infiltrados
inflamatorios.

Juan Rojas y col.
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