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RESUMEN

Se evalud la sensibilidad in vitro al benznidazol y al extracto de hojas de la planta
Zanthoxylum chiloperone de diez cepas del Trypanosoma cruzi. Se utilizaron formas
epimastigotas de las cepas, pertenecientes a diferentes linajes, diferente procedencia
geografica, incluidas tres de Paraguay, y aisladas de hospederos distintos, abarcando
humanos, triatominos y animales silvestres. El grado de sensibilidad a la droga y al
extracto vegetal fue estimado por el porcentaje de lisis de los parasitos a las 24 y 48
horas de exposicion. Se observdé un amplio rango de variacion en el porcentaje de lisis
entre las cepas, de 22,2% a 90,8% a la concentraciéon del benznidazol de 200ug/mL, con
el hallazgo de una cepa con sensibilidad nula al mismo. Con respecto al extracto vegetal,
tres concentraciones fueron testadas, de 500, 700 y 900 pg/mL, observandose
variaciones en los porcentajes de lisis entre las cepas con las dos primeras
concentraciones, entre un 2,1% y 100%, con lisis total en todas las cepas a la
concentracion de 900 ug/mL. No se observd asociacion entre la diversidad de respuesta a
los compuestos y la clasificacion de las cepas ni con su origen geografico y tipo de
hospedero. Estas diferencias observadas resaltan la heterogeneidad de las poblaciones
naturales del T. cruzi, aspecto importante a tener en cuenta en los estudios de
sensibilidad a quimioterapéuticos y en los tamizajes primarios de nuevos antichagasicos.
Asi mismo, se destaca la eficacia del extracto vegetal sobre diferentes cepas de este
parasito.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, benznidazol, in vitro, sensibilidad, Zanthoxylum
chiloperone.

ABSTRACT

The in vitro sensitivity of ten Trypanosoma cruzi strains to benznidazole and the leaf
extract of the plant Zanthoxylum chiloperone was evaluated. Epimastigotes forms of
strains that belonged to different lineages, different geographic origin, including three
from Paraguay and isolated from different hosts (humans, triatomines, wild animals) were
used. The degree of sensitivity to the drug and vegetal extract was estimated by the lysis
percentage of the parasites at 24 and 48 hs of exposure. It was observed a wide range of
variation in the lysis percentages between strains from 22.2% to 90.8% at a benznidazole
concentration of 200 pg/mL, finding a strain without sensitivity to the drug. In relation to
the vegetal extract, three concentrations were tested, 500, 700 and 900 pg/mL,
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observing variations in the lysis percentages between strains with the two first
concentrations, between 2.1% and 100%, and with total lysis in all strains at the
concentration of 900 pg/mL. Association was not observed between the diversity of
responses to the compounds and the strain classification, geographic origin and host
type.The observed differences emphasizes the heterogeneity of the natural populations of
T. cruzi, an important aspect to be considered in the sensitivity studies of chemotherapics
and in the primary screenings of new antichagasic drugs. It should also be remarked the
efficacy of the vegetal extract on different strains of this parasite.

Keywords: Trypanosoma cruzi, benznidazole, in vitro, sensitivity, Zanthoxylum
chiloperone.

INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una antropo-zoonosis
producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, descrita por primera vez en
1909 por Carlos Chagas, en Minas Gerais, Brasil (1). Es la cuarta enfermedad tropical
mas importante de América del Sur, solamente superada por malaria, tuberculosis y
esquistosomiasis (2).

La distribucidon de esta enfermedad abarca desde el sur de Estados Unidos de América
hasta el sur de la Argentina y Chile (3).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la tripanosomiasis americana
continla siendo la mayor carga de morbi-mortalidad de origen parasitario en el
continente americano, a pesar de importantes avances en el control (2,4).

La enfermedad es transmitida a los seres humanos por insectos hematéfagos de la
familia Triatominae. La transmision también es posible por medio de transfusiones de
sangre de personas infectadas, por infecciobn congénita, trasplantes de 6rganos o por
accidentes de laboratorio (5).

Se cree que el pleomorfismo natural de su agente causal, el Trypanosoma cruzi, podria
influir significativamente en las diferencias observadas en cuanto a la severidad de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, en las diferentes regiones geogréficas.
Métodos de caracterizacion morfolégica, bioquimica y/o molecular han sido empleados
para agrupar y caracterizar las diversas poblaciones de este parasito y los resultados de
estas investigaciones han sido empleados en estudios clinicos y epidemioldgicos.
Utilizando diferentes marcadores moleculares, las poblaciones de este parasito han sido
recientemente clasificadas en seis unidades taxonémicas discretas (UDTs), denominadas:
Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV y TeVl (6,7). Los parésitos de cada grupo estdn genéticamente
mas relacionados entre si que con los de otro grupo y estan identificados por marcadores
genéticos, moleculares e inmunoldgicos comunes (8). Este parasito ademas tiene tres
estadios morfolégicos relevantes: tripomastigote (metaciclico y sanguineo), epimastigote
y amastigote, presentes en las diferentes fases de su ciclo de vida y que se desarrollan en
hospederos distintos. Asi, en el vector (insecto) se pueden encontrar los estadios
morfolégicos epimastigote y tripomastigote metaciclico, mientras que en el hospedero
mamifero se pueden encontrar los amastigotes y los tripomastigotes sanguineos (9).

El tratamiento contra el T. cruzi esta principalmente dirigido al individuo, a fin de curar
la infeccién y disminuir la probabilidad de desarrollar la enfermedad de Chagas, asi como
también dificultar la cadena de transmisién, al disminuir la oferta parasitaria al medio
(10).

No hay vacunas disponibles para la prevencion de esta infeccion y la perspectiva actual
sobre el eventual desarrollo de las mismas es incierta (11,12). La quimioterapia especifica
utilizada en nuestro pais y suministrada por el Ministerio de Salud Publica como droga
anti-T.cruzi es el benznidazol. En general, se acepta que el uso de esta droga es eficaz en
la fase aguda de la infeccion chagasica pero su utilidad en la fase crénica todavia es
controvertida. De acuerdo a lo expresado por Sosa-Estani y Segura (11), el tratamiento
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es recomendado en “todo paciente que curse la fase aguda, en los nifios y adolescentes
en la fase indeterminada, en pacientes adultos en fase indeterminada o con una forma
cardiaca incipiente asintomatica, en accidentes con material contaminado en laboratorio o
durante cirugia, y en el donante o receptor de trasplante de 6rganos”. También se ha
descrito que la terapia antiparasitaria esta indicada como profilaxis de reactivacion de la
infeccidn en pacientes inmunodeprimidos.

Stoppani (13) establece que las diferencias observadas en la efectividad de los
tratamientos se explicarian en parte por la existencia de cepas de T. cruzi con distintas
susceptibilidades (o resistencia) a los farmacos, lo que constituye un problema biolégico
de gran interés. Estas respuestas diferentes se deberian a la diferencia molecular entre
las distintas cepas del parasito. Entre esas propiedades moleculares se encuentran las
dependientes de isoenzimas y de los marcadores genéticos. Precisamente el benznidazol
actua inhibiendo la sintesis de ADN, ARN y proteinas y acelerando la degradacion de esas
macromoléculas.

Por otro lado el Zanthoxylum chiloperone var. angustifolium, es un arbol dioico que
crece hasta 15 metros en Sudamérica, donde es llamado “tembetary hu”, (“temb”e”"=
hoja, “ita”=piedra, “y”= abreviacion de “yvyra”= arbol, “hu”=negro, sa’y " u). Decocciones
de raices de esta planta son utilizadas en la medicina tradicional de Paraguay, como
antimaléarico y antirreumatico (14). Extractos alcaloides de esta planta, entre los cuales se
encuentra el canthin-6-ona, mostraron buena actividad como antifungicos (15), asi como
también buena actividad tripanocida en las formas promastigotas y tripomastigotas de
Leishmania amazonensis (16), y en T.cruzi, en infecciones experimentales en ratones,
con las cepas Y y CL Brener (17,18).

Las diferencias observadas en la efectividad de los tratamientos con benznidazol y el
hecho de que su eficacia también podria variar segun la regién geografica de procedencia
del paciente (19), nos hace suponer que podrian encontrarse en circulacion ciertas cepas
de T. cruzi naturalmente resistentes al medicamento, teniendo como antecedente los
datos de efectividad y fracasos de los tratamientos reportados en nuestro pais (20,21).
Por lo tanto, se desarrollé el presente trabajo que tiene como objetivo determinar la
sensibilidad in vitro al benznidazol de diferentes cepas de T. cruzi, pertenecientes a
distintos UDTs y que forman parte de la coleccién de cepas del Departamento de Medicina
Tropical del 1ICS (UNA), incluyendo tres aislados de Paraguay, asi como también al
extracto de hojas del Zanthoxylum chiloperone, para evaluar su efectividad sobre
diferentes cepas.

MATERIALES Y METODOS

Diseno- Estudio experimental in vitro.

El estudio se llevé a cabo en el Departamento de Medicina Tropical del 1ICS, entre los
meses de marzo y julio del 2010. Se solicitdé la autorizacién correspondiente al Jefe del
departamento para la utilizacion de las cepas pertenecientes a la coleccién de la citada
dependencia. Este trabajo fue aprobado por el comité cientifico y ético del IICS (cédigo
MO05/10).

Parasitos- Fueron utilizadas para el ensayo formas epimastigotas de 10 cepas de T.
cruzi (Tabla 1). La cepa Y fue traida en el afio 2009 del Instituto René Rachou de Belo
Horizonte (Brasil); las cepas CL Brener, Tulahuen, Cayma 3 y Cayma 14 fueron traidas en
el aflo 2008 del criobanco de la London School of Hygiene and Tropical Medicine (Reino
Unido); las cepas Angostura 78 y SM606, fueron traidas en el afio 2009 de la Facultad de
Medicina, Escuela “Luis Razetti” de la Universidad Central de Venezuela y las cepas de
Paraguay, T503, T505 y Bebé Samaniego, fueron aisladas y caracterizadas en el
Departamento de Medicina Tropical del IICS-UNA. Estas cepas fueron mantenidas en
medio LIT (liver infusién tryptose media) (22), suplementado con 10% de suero fetal
bovino a 28°C en estufa. El muestreo fue no probabilistico, con selecciéon de las cepas de
T. cruzi de cada UDT, segun disponibilidad y condiciones adecuadas de mantenimiento.
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Tabla 1. Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas en este estudio. Se incluye el equivalente de
acuerdo a las diferentes nomenclaturas.

Brisse et al. Zingales et al. .
Cepa Hospedero/Vector Origen
P (23) ) P 9
SM606 Tcl Tcl Didelphis spp Venezuela
Angostura 78 Tcl Tcl Triatoma maculata Venezuela
Bebé Samaniego Tcllb Tcll Humano Paraguay
Y Tcllb Tcll Humano Brasil
Cayma 3 Tcllc Tclll Euphractus Bolivia
sexcinctus
Cayma 14 Tcllc Tclll Dasypus Bolivia
novemcinctus
T503 Tclld TcV Triatoma infestans Paraguay
T505 Tclld TcV Triatoma infestans Paraguay
CLBrener Tclle TeVi Humano Brasil
Tulahuen Tclle TcVI Humano Chile

Droga- Se utilizé benznidazol en comprimido de 100mg, del Laboratorio Farmacéutico
del Estado de Pernambuco S/A (LAFEPE), disuelto en solucion fisiolégica segun el método
descrito por Neves (24).

Extracto- Se utilizdo el extracto etandlico concentrado de hojas de Zanthoxylum
chiloperone, como se describié anteriormente por Schiplander y Mitscher (25) vy
Thouvenel et al. (15), posteriormente se diluyd en solucién fisiolégica. La colecta se llevé
a cabo en la zona de Piribebuy, departamento de Cordillera, Paraguay, en mayo del afio
2009, y se identifico en el herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas—Universidad
Nacional de Asuncién (AF 917).

Determinacion de la CL50 del benznidazol- Por medio de un estudio piloto se
establecié la concentracion de benznidazol a utilizar. Se realizaron diluciones y se probé la
sensibilidad a las mismas con la cepa Tulahuen, seleccionada al azar entre las cepas de
referencia, en una proporciéon 1:9 (volumen final 1mL), (Figura 1).

Determinacion de la CL50 del Benznidazol con la cepa Tulahuen
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Figura 1. Logaritmo de la concentraciéon del benznidazol vs porcentaje de parasitos
muertos (cepa Tulahuen).



Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, Vol. 9 (2) Diciembre 2013.: 20-25 20

Determinacion de la CL50 del Zanthoxylum chiloperone- Por medio de un estudio
piloto se establecié la concentracién del extracto de Zanthoxylum chiloperone a utilizar.
Se realizaron diluciones y se probé la sensibilidad a las mismas con la cepa Tulahuen,
seleccionada al azar entre las cepas de referencia en una proporcion 1:9 (volumen final
1mL) (Figura 2).

Determinacion de la CL50 del extracto del Zanthoxylum

chiloperone con la cepa Tulahuen
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Figura 2. Logaritmo de la concentraciéon del extracto de Zanthoxylum chiloperone vs.
porcentaje de parasitos muertos (cepa Tulahuen).

Susceptibilidad in vitro al benznidazol y Zanthoxylum chiloperone- Se utilizaron
las formas epimastigotas de las cepas seleccionadas, con concentraciones entre 1x10° y
7x10° parasitos/mL, puestas en contacto con el benznidazol y el extracto del
Zanthoxylum chiloperone en proporciéon 9:1 respectivamente (volumen final 100uL), en
microplacas estériles de fondo plano. Las microplacas se incubaron a 28°C y se procedio
al recuento de parasitos en caAmara de Neubauer a las 24 y 48 horas. El ensayo se realiz6
por triplicado. Se utilizé solucién fisiolégica como control negativo y violeta de genciana a
100ug/mL como control positivo.

Para la determinacion del porcentaje de lisis (muerte), se recurri6 a la siguiente
formula:

% lisis = N° de parasitos/mL solucién fisiolégica-N° de parasitos/mL (del cultivo) con el producto
N° de parasitos/mL solucion fisiolégica

El grado de sensibilidad de las cepas fue estimado por el porcentaje de lisis de los
parasitos, de acuerdo a la siguiente escala establecida de manera arbitraria:

0%, indica nula sensibilidad del parasito a la droga o extracto.

1-25%, indica una escasa sensibilidad del parasito a la droga o extracto.
26-50%o, indica poca sensibilidad del parasito a la droga o extracto.
51-75%, indica aceptable sensibilidad del parasito a la droga o extracto.
76-100%, indica una alta sensibilidad del parasito a la droga o extracto.

Los datos fueron cargados en una planilla de Excel. Se calcularon la media y el desvio
estandar de los porcentajes de lisis obtenidos con cada cepa, para el benznidazol y el
extracto vegetal, a las 24 y 48 horas y con ellos se elaboraron tablas y graficos.
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RESULTADOS

Determinacion del CL50 del benznidazol

La linea de regresion del logaritmo de las diferentes concentraciones de farmaco contra
el recuento de parasitos y el porcentaje de muerte se puede observar en la Figura 1. La
CL50 para la cepa Tulahuen resulté ser de 183ug/mL (equivalente a aproximadamente
log CONC de 2,35), por lo tanto, la concentracion de benznidazol empleada para el
estudio fue de 200ug/mL.

Determinacion del CL50 del extracto del Zanthoxylum chiloperone

La linea de regresion del logaritmo de las diferentes concentraciones contra el recuento
de parasitos y el porcentaje de muerte se puede observar en la Figura 2. La CL50 para la
cepa Tulahuen resulté ser de 641, 2ug/mL (equivalente a aproximadamente log CONC de
2,8), por lo tanto, para el estudio se utilizaron tres concentraciones del extracto del
Zanthoxylum chiloperone: 500, 700 y 900ug/mL.

Susceptibilidad in vitro al benznidazol

Las diferentes cepas utilizadas en el estudio presentaron un amplio rango de porcentajes
de lisis, lo que demuestra que cada una responde de manera distinta a una misma
concentracion del benznidazol (200 pg/mL).

La cepa con mayor sensibilidad fue Angostura (Tcl), con 90,3% a las 24 hs, mientras
que la cepa que mostré nula sensibilidad al benznidazol fue Cayma 14 (Tclll), con 0% de
lisis a las 48 hs de exposicion a la droga. Las cepas Cayma 3 (Tclll) e Y (Tcll)
presentaron escasa sensibilidad (1-25%); SM606 (Tcl) presentd poca sensibilidad (26-
50%); Bebé Samaniego (Tcll), T503 (TcV), T505 (TcV), CL Brener (TcVI) y Tulahuen
(TcVI) presentaron aceptable sensibilidad (51-75%). El recuento de parasitos a las 24
horas no resultd muy diferente al de las 48 horas. El rango de porcentajes de lisis entre
las diferentes cepas luego de las 24hs y 48hs de exposicidon al benznidazol es ilustrado en
la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de lisis luego de 24 y 48 horas de incubacion a 28°C de las cepas de
Trypanosoma cruzi con el benznidazol (200 pg/mL).

Cepa % de lisis De,svio %o de lisis De,svio
24 hs estandar 48 hs estandar
Angostura 78 90,3 2,4 90,8 2,6
SM606 41,0 5,9 53,8 6,1
Bebé Samaniego 58,0 11,9 59,3 11,8
Y 23,5 8,7 25,0 8,2
Cayma 3 19,8 8,4 22,2 9,5
Cayma 14 0,0 0,0 0,0 0,0
T503 59,2 12,8 60,0 10,1
T505 66,2 4,3 73,1 4,2
CL Brener 71,1 7,0 73,7 5,2
Tulahuen 51,3 9,4 60,0 11,1

Susceptibilidad in vitro al extracto de Zanthoxylum chiloperone

A la concentracion de 900ug/mL del extracto del Zanthoxylum chiloperone se observé
lisis total de parasitos en todas las cepas. A la concentraciéon de 700ug/mL Angostura 78,
SM606, Y, Cayma 3, Cayma 14, T505 y CL Brener presentaron 100% de lisis, mientras
que Tulahuen presenté el menor porcentaje de lisis con 57,6% a las 24 y 48 horas. T503
presenté también una alta sensibilidad (93,9%), mientras que la cepa Bebé Samaniego
present6 sensibilidad aceptable (70,8%o).
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A la concentracién de 500ug/mL del extracto, s6lo Angostura 78, SM606, Cayma 3, y CL
Brener permanecieron con 100% de lisis de parasitos. Las cepas Y, Cayma 14 y T505
también presentaron alta sensibilidad (entre 82,1% y 96,3%), mientras que Bebé
Samaniego con 2,1% de lisis a las 24 horas fue la cepa de menor sensibilidad. T503
presentd sensibilidad aceptable (72,7%), mientras que Tulahuen presentdé poca
sensibilidad (27,3%) (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de lisis luego de 24 y 48 horas de incubacion a 28°C, de las cepas de
Trypanosoma cruzi con el extracto del Zanthoxylum chiloperone.

500pg/mL 700pg/mL
(o) o) (o) (o)
./(.) Desvio .A.) Desvio .A.) Desvio .A.) Desvio
Cepa lisis estandar lisis estandar lisis estandar lisis estandar
24hs 48hs 24hs 48hs
ANOOSIUT® 1000 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 1000 0,0
SM606 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
Bebe 2.1 0,0 4,2 0,2 70,8 7,2 70,8 7,2
Samaniego
Y 82,1 13,1 92,3 13,3 100,0 0,0 100,0 0,0
Cayma 3 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
Cayma 14 96,3 6,4 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
T503 72,7 9,1 72,7 0,0 93,9 5.2 93,9 5,2
T505 92,9 7,1 95,2 4,1 100,0 0,0 100,0 0,0
CL Brener 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
Tulahuen 27,3 13,9 42,4 12,0 57,6 5,2 57,6 5,2

Organizando los datos obtenidos en base al porcentaje de lisis a las 24 hs de exposicion
al benznidazol y al extracto de Zanthoxylum chiloperone, se obtuvo la Figura 3, en la cual
se observa la cantidad de cepas que presentan nula sensibilidad (0%), escasa sensibilidad
(1-25%), poca sensibilidad (26-50%), aceptable sensibilidad (51-75%) y alta sensibilidad
(76-100%0).

|
Extracto (900 pg/mL)
3 I
Extracto (700 pg/mL) OAlta
O Aceptable
| @ Poca
Extracto (500 pg/mL) M Escasa
M Nula
Benznidazol (200 =
ug/mL)
0 2 4 6 8 10
Numero de cepas

Figura 3. Numero de cepas incluidas en diferentes rangos de sensibilidad al
benznidazol y al extracto vegetal (24 horas).
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DISCUSION

Un aspecto a tener en cuenta en el tratamiento de la enfermedad de Chagas se refiere a
las variaciones intrinsecas de su agente causal, ya que podria influir en el éxito o fracaso
del mismo. Diferencias en la sensibilidad al benznidazol in vitro de diferentes cepas de T.
cruzi han sido descritas por varios grupos de investigadores, entre ellos Grosso et al.
(26), quienes describen estas diferencias en cepas aisladas en Nicaragua, Luna et al. (27)
y Mejia-Jaramillo et al. (28) en cepas colombianas y de referencia, Martinez-Diaz et al.
(29) en cepas brasileras y bolivianas, Mufioz-Calderon et al. (30) en cepas de Venezuela y
Revollo et al. (31) en veintiln cepas de distintos origenes. Asi mismo, Veloso et al. (32)
estudiaron cepas colombianas y de referencia en ensayos in vivo, demostrando también
diferencias de sensibilidad entre las distintas cepas ante la exposicion al benznidazol, asi
como Filardi y Brener (33) con cuarenta y siete cepas aisladas en Brasil. En el presente
estudio por primera vez se incluyen cepas aisladas en Paraguay, de las cuales no se
tienen datos sobre la susceptibilidad in vitro a esta droga utilizada en el tratamiento. En
todas las cepas estudiadas se observé sensibilidad al benznidazol, excepto en Cayma 14
proveniente de un armadillo selvatico de Bolivia, y que a la concentracion empleada
(200ug/mL), no presenté muerte de parasitos. Seria importante hacer un estudio de
sensibilidad de esta cepa a mayores concentraciones del farmaco y a mayor tiempo de
exposicion para corroborar si estamos ante una cepa resistente. Esta cepa sin embargo
presenté alta sensibilidad a todas las concentraciones estudiadas del extracto de
Zanthoxylum chiloperone. De hecho, el extracto de hojas de esta planta se ha propuesto
como un medicamento alternativo y sustentable para la enfermedad de Chagas (18) y
quizas también pueda ser utilizado en casos de cepas que han mostrado cierto grado de
resistencia a las drogas convencionales, aunque mas estudios en esta area son
necesarios.

Asi como Cayma 14 del grupo Tclll no presenté sensibilidad al benznidazol, la cepa
Cayma 3, perteneciente al mismo grupo presentd una baja sensibilidad (19,8% a las
24hs) y alta sensibilidad al extracto de Zanthoxylum chiloperone en todas las
concentraciones estudiadas. Cabe destacar el porcentaje de sensibilidad al benznidazol de
la cepa Y (23,5%), dado que es una cepa de referencia asi como de Tulahuen (51,3%) y
CL Brener (71,1%). Estos resultados coinciden con un trabajo previo realizado por Filardi
y Brener (33) quienes en ensayos in vivo observaron que las cepas CL Brener e Y fueron
susceptibles y medianamente resistentes respectivamente al benznidazol y nifurtimox.
Las mismas también respondieron de manera muy diferente al extracto de Zanthoxylum
chiloperone; siendo Tulahuen la de menor sensibilidad (27,3% a 500 ug/mL y 57,6% a
700 pg/mL), Y con 82,1% a 500 pg/mL y 100% a 700 pg/mL y CL Brener con alta
sensibilidad a las concentraciones estudiadas. Estas tres cepas presentaron porcentajes
de lisis muy diferentes, por lo tanto se deberia tener en cuenta estas variaciones en los
estudios de sensibilidad a quimioterapéuticos, fomentando la utilizaciéon de varias cepas
en los tamizajes primarios de nuevos antichagasicos.

Si bien las cepas del grupo Tclll, V y VI presentaron sensibilidad escasa, aceptable y
aceptable respectivamente al benznidazol, no se puede concluir que esta sensibilidad
dependa del grupo o la clasificaciobn en que se encuentran, ya que los resultados fueron
bastante dispares para los miembros de cada grupo, en especial para las del grupo Tcl y
Tcll (Tabla 2), aunque los resultados fueron similares con el extracto vegetal. Hasta la
fecha no se ha observado una correlacién directa entre la resistencia a drogas y los
diferentes UDTs del T. cruzi y parece ser mas bien una caracteristica inherente a cada
cepa individualmente (34). Por lo tanto, cepas pertenecientes al mismo UDT pueden
mostrar diferentes rangos de susceptibilidad a los farmacos.

Cinco cepas presentaron sensibilidad aceptable al benznidazol (51-75%) a la
concentraciéon utilizada, grupo en el cual estan incluidas las aisladas en Paraguay, de
triatominos domeésticos y de un paciente. En cuanto al extracto de Zanthoxylum
chiloperone siete, ocho y diez cepas presentaron alta sensibilidad a 500ug/mL, 700ug/mL
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y 900ug/mL respectivamente. La cepa Bebé Samaniego a 500ug/mL de extracto fue la
Unica cepa con baja sensibilidad (2,1%), mejorando a 700ug/ml a aceptable con 70,8%;
las otras cepas paraguayas (T503 y T505) presentaron sensibilidades aceptable y alta
respectivamente a 500ug/mL y ambas altas a 700ug/mL.

La variabilidad observada en la susceptibilidad al benznidazol entre las cepas incluidas
en el presente estudio, refuerza la importancia del seguimiento del paciente en
tratamiento, para la determinacién y evaluacion de las concentraciones efectivas del
benznidazol u otro farmaco utilizado, ya que de ello depende la regresion de la infeccion y
un mejor pronéstico de la enfermedad. Especialmente cuando se ha descrito en la
literatura que la resistencia a los medicamentos puede ser también inducida por
diferentes presiones de la droga sobre el parasito y que la administracion de dosis
inadecuadas y discontinuas, pueden favorecer la aparicion de cepas resistentes (35,36).
Asi mismo, este estudio se constituye en el primer trabajo que incluye a cepas aisladas en
Paraguay, de las cuales previamente no se tenia informacién sobre la sensibilidad in vitro
a drogas antichagasicas, aunque se necesita incluir un mayor nimero de cepas en futuros
trabajos, incorporando aislados pertenecientes al ciclo doméstico y al selvatico.
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