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Efecto de extractos de artrépodos sobre la multiplicacién
del Toxoplasma gondii dentro de macr 6fagos peritoneales de raton
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Abstract: Treatment of toxoplasmosis usually causes secondary effects. It isimportant to find active substances
extracted from natural organisms. In this work we studied some arthropod extracts that have effect against
Toxoplasma multiplication inside mouse macrophages. After studying 382 extracts, 23 were selected on the basis
of the activity and we found that 13 extracts from orders Polydesmida, Lepidoptera, Orthoptera and
Hymenoptera exerted an important inhibition of Toxoplasma multiplication.
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Las drogas de eleccidn en e tratamiento
de la toxoplasmosis son pirimetaminay sulfa-
diazina, en donde la accidn de la segunda es
sobre la dihidropteroato sintetasa (DHPS) del
parésito (Pashley et al. 1997) mientras que en
€l caso delapirimetaminael efecto es contrael
paso de &cido félico afolinico.

Estas drogas afectan a ser humano espe-
cialmente a nivel de médula Gseay tejidos epi-
teliales, efecto que puede ser contrarrestado ad-
ministrando simultaneamente &cido félico en
forma de levadura de cerveza o Leucovorin
(Hirt et al. 1974). Ademés, més del 40% de los
pacientes, no pueden completar € tratamiento
debido a las reacciones adversas a las sulfona
midas (De Diego et al. 1996) ocurriendo recai-
das en més del 80% de los casos después de
concluidalaterapia clésica, o que hace necesa-
ria una segunda administracion profiléctica

Algunas complicaciones observadas son
leucopenia, trombocitopenia, anemia, modifi-
caciones megaloblésticas en la médula, inde-

pendientemente de la dosificacion (Hirt et al.
1974) asi como hepatotoxicidad y un rash se-
vero en piel (UIf y Belshe 1998). Por lo ante-
rior se hace imperativa la necesidad de encon-
trar nuevos componentes terapedticos que po-
sean bgja toxicidad y sean de alta eficiencia
contra latoxoplasmosis activa.

Al respecto se conocen algunas plantas
con actividad antimalérica dentro de la Familia
Cucurbitaceae tales como Cucurbita maximay
Momordica charantia. Igualmente estén en la
Familia Simaroubaceae, las especies Azadi-
rachta indica, Pisum sativum, Alstonia boonei,
Morinda lucida entre otros (Zuany et al. 1991
Castro et al. 1996).

Como los agentes de la malaria son, al
igual que el Toxoplasma gondii, organismos
intracelulares, se podria pensar en productos
naturales de accion antiparasitaria similar. De
esta manera se ha visto experimentalmente que
en formaana oga con lo que sucede para Plas-
modium, las semillas de melon y sandia
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(Familia Curcurbitaceae), tienen algin efecto
contrael T. gondii, incrementando la accion de
la sulfadiazina a elevar el tiempo de supervi-
vencia de los ratones estudiados (Chinchilla et
al.1990). Los artrépodos son invertebrados
gue podrian considerarse como una fuente en
la cual los componentes de plantas se concen-
tran e inclusive pueden producir por si mismos
productos bioactivos importantes. Por |o tanto
se ha establecido un nuevo modelo que preten-
de demostrar alguna actividad antitoxoplasmi-
ca de tales extractos in vitro, tanto a nivel de
penetracion como de la multiplicacion del pa-
résito dentro de macréfagos.

Se estudiaron 23 extractos de artrpodos
escogidos por su actividad antimalarica dentro

de todos los recolectados por € Instituto Na-
ciona de Biodiversidad (INBio). La prepara
¢ion delos extractos es motivo de una publica
cion que esta en proceso. Todos los extractos
tenian un peso seco que varié entre 0.09 a 0.1
g y aguellos de extraccion alcohdlica fueron
diluidos 1:10 en solucion salina a 0.85%
mientras que los extractos hexanicos y diclo-
rometani cos fueron diluidos en dimetilsul foxi-
do (DM SO) a 10%. El origen de los extractos
asi como laclasificacion taxonémicadelosin-
sectos estudiados y otros aspectos importantes
se presentan en el cuadro 1.

Los extractos fueron esterilizados usando
filtros Millipore de 0.4 umy 0.22 um, y con-
gelados a-20°C.

CUADRO 1
Clasificacién taxondmica y estado evolutivo correspondiente a los extractos de insectos
con alguna actividad antitoxoplasmica

Extracto Orden Familia

33 Hex Polydesmida Rhacodesmidae
34 Hex Orthoptera Acrididae

38 Hex Lepidoptera Mimallonidae
47 Hex Lepidoptera Sphingidae

50 Hex Polydesmida Rhacodesmidae
84 Hex Orthoptera Acrididae

94 CH,Cl, Orthoptera Tettigoniidae
104 CH.CI, Hymenoptera Vespidae

119 CH.Cl, Araneae Filistatidae

145 CH.CI, Lepidoptera Arctiidae

147 ETOH L epidoptera Noctuidae

153 CH.CI, Orthoptera Tettigoniidae
156 CH.CI, Lepidoptera Pyralidae

158 CH.CI, L epidoptera Pyralidae

381 ETOH Polydesmida Rhacodesmidae
382 ETOH “ “

383 ETOH

383 CH.CI, “ “

384 ETOH “ “

384 CH,Cl,

385 ETOH “ “

386 ETOH “ “

386 CH,Cl,

Hex: hexanico

ETOH: etandlico

CH,Cl,. diclorometanico
NUmeros en negrita indican inhibicién igual o mayor del 50% que se establecié como pardmetro de positividad.

n.i.: No identificado

Género Estado %
evolutivo Inhibicion

Aceratophallus Adulto 62.8
ni. Adulto 16.7
Mimallo Larva 50
Erynnis Pupa 65.2
Nyssodesmus Adulto 69.5
Rhachicreagra Adulto 74.7
Siphochlora Adulto 435
Polybia Adulto 50.0
Filistata Adulto 30.0
n.i.. Pupa 62.5
Ascalapha Adulto 26.1
Philophyllia Adulto 775
n.i. Larva 61.0
n.i. Pupa 66.7
Chondrodesmus Adulto 36.5
“ " 135
“ “ 10.5
“ “ 65.2
“ " 8.1
“ “ 26.1
“ “ -34.8
“ " -40
“ 28.6
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Para la infeccién de los macréfagos peri-
toneales murinos se utilizé la cepa RH de T.
gondii, de caracteristicas conocidas.

Los taquizoitos de T. gondii fueron libera-
dosdelas células para hacer los computosyy di-
luciones del caso segun se ha descrito previa-
mente (Chinchilla et al. 1995).

Los macrofagos se obtuvieron del liquido
peritoneal de ratones blancos NGP de 20-30
gramos, estimulados con caseinato de sodio al
0.5%, 4 a 5 dias antes de su extraccion, culti-
vados en cubreobjetos 22 X 22 estérilesen una
cantidad de 5x10° a 106 células por cubreobje-
tos (Chinchilla et al. 1995).

Después de 24 horas de incubacién los
macro6fagos fueron infectados con taquizoitos
de Toxoplasma en una relacion de uno a uno.
Después de 1 hora, los cubreobjetos fueron la-
vados de nuevo con MEM vy tratados con los
extractos en estudio. Uno de los grupos de cu-
breobjetos sirvié como control pues no se traté
con ningun extracto.

Las muestras para su estudio fueron obte-
nidasalal, 24y 48 horas después de lainfec-
cion paraobservar el efecto de los extractos de
insectos sobre la multiplicacion intracelular
del parasito. Estas muestras fueron fijadasy te-
fiidas para su estudio posterior.

En cada cubreobjeto, perteneciente a un ex-
tracto de artrépodos, se procedié a contar 250
macréfagos, clasificandolos como infectados y
no infectados, determindndose ademés la canti-
dad de taquizoitosintracelularesy extracelulares.

Con los datos obtenidos se calcularon las
tasas o indices de multiplicacion del T. gondii,
tanto en 100 célulastotales (infectadasy no in-
fectadas) como en 100 células infectadas.

Usando las tasas como pardametro se cal-
cul6 el porcentaje de inhibicion relacionando-
lo con el control de acuerdo con la siguiente
formula

T0=T(9), 100

% de inhibicién = ™)

En donde:

T: tasade multiplicacion del parésito dentro de los macréfagos.
(x): extracto estudiado.

(c): control sin extracto

Este porcentaje de inhibicion es el que se
tomo en cuenta para la elaboracion del cuadro
correspondiente, pues es € que realmente
muestra el efecto de inhibicién producido.

Los 23 extractos de artrépodos se ensaya-
ron con respecto a su accién antitoxoplasmica
en cuatro experimentos, todos realizados en
condiciones estandarizadas seguin la metodol o-
giaaseguir y las condiciones de incubacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos
se logré demostrar que 5 extractos activos (38,
47 hexanico, 145, 156 y 158 diclorometéanicos)
provenian del Orden Lepidoptera, 3 ( 33y 50
hexanicos y 383 diclorometanico) de Polydes-
mida, dos més (84 hexanico y 153 diclorome-
tanicos) de Orthopteray uno (104 diclorometa-
nico) de Hymenoptera, Vespidae (Cuadro 1).

Usando € model o antes descrito se demostrd
que la actividad antitoxoplésmica pudo ser obser-
vada, independientemente del sSistema de extrac-
cion (alcohdlico hexénico o diclorometénico).

En el andlisisdelosresultados, setomé en
cuenta la tasa de multiplicacion del parasito a
las 24 horas 'y no asi alas 48 horas, ya que €l
pico maximo de proliferacion de los taquizoi-
tos en los macro6fagos se da alrededor de 24 ho-
ras después de lainfeccion (Hogan et al. 1960,
Bommer et al. 1969). La primera hora sirve
para tomar una idea de cOmo es la tasa de pe-
netracién del paradsito en los macréfagos
(Reikvam 1976). L os diferentes resultados ob-
tenidos en estainvestigacion utilizando extrac-
tos de artrépodos presentes en nuestro medio,
se suman alas muchas que se estan realizando
hoy en dia con €l fin de encontrar en productos
naturales presentes tanto en Costa Rica como
en €l resto del mundo, nuevas dternativas al
tratamiento de la toxoplasmosis y otras parasi-
tosis similares.

Las investigaciones al respecto, ya se han
iniciado con diferentes agentes etiol 6gicos: en-
tre los hallazgos més recientes se encuentra €
hecho de que los extractos de Polydesmida
(milpiés) demostraron acciones lisantes y
aglutinantes contra Plasmodium berghei
(Chinchilla et al. 2001).

Otros estudios han demostrado también la
accion de extractos de artropodos como
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antibacterianos y antifungicos, tal es el caso de
algunos extractos de Lepidopteray Orthropte-
ra en contra de Saphylococcus aureus (Salva
tore et al. 1998), asi como de Hemiptera ac-
tuando contra Candida albicans y de Coleop-
tera contra Bacillus subtilis.

Existe similitud entre nuestros resultados
(Cuadro 1) y los obtenidos para la malaria, en-
fermedad causada por un parésito intracelular
similar a Toxoplasma gondii, en los cuales se
informa con mayor positividad a Lepidoptera
(33%), Orthoptera (20%). Hymenoptera (15%),
Polydesmida (12%) y otros artrépodos (16%).

Estos resultados estimulan a seguir inves-
tigando en e campo de los artropodos como
fuente de nuevos productos farmacelti cos con-
tra protozoarios (Chinchilla et al. 1998, Chin-
chillaet al. 2001).

Queda pendiente € estudio de la accién
especifica de estos extractos, tal y como yase
ha hecho con las semillas de la planta Coix
lacryma, en donde aparentemente existe una
actividad sinérgica con el INF-, murino para
aumentar la produccion de compuestos citoté-
xicos intermediarios reactivos del 0,y del N,
(Chin-Thack et al. 1996).

Finalmente y tomando en cuenta los habi-
tos alimenticios de estos artrépodos, sera im-
portante estudiar |as plantas de las cuales algu-
nos de ellos se alimentan, pudiendo concentrar
los productos activos capaces de ejercer un
efecto curativo sobre los parasitos en cuestion,
asi como determinar y caracterizar los produc-
tos bioactivos que estan en juego. Estudios al
respecto ya estan en progreso.
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