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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es un pardsito protozoario causante de la tricomoniasis, la
infeccion de transmision sexual no viral mas comun en todo el mundo (Bouchemal et al.
2017). En 2020, la OMS report6d 156 millones de casos de tricomoniasis a nivel mundial
(OMS 2020), y en 2024, el SINAVE report6d 7,344 de casos en México en los primeros
meses del afio (Boletin Epidemiologico 2024). Los nitroimidazoles, como el metronidazol
(MT?Z), son los unicos farmacos aprobados por la FDA y el CDC para el tratamiento de la
tricomoniasis; sin embargo, estos pueden causar efectos secundarios significativos en la
salud de los usuarios. Por otra parte, el incremento de cepas resistentes a estos farmacos
ha incrementado significativamente en los ultimos afios. El uso de productos naturales
ofrece una alternativa para la busqueda y desarrollo de farmacos efectivos contra T.
vaginalis. En la presente investigacion fue evaluada la actividad tricomonicida de tres
extractos de plantas recolectadas en el estado de Nuevo Leon: A. lechuguilla, B.
scordioides y P. americana, en dos cepas de 7. vaginalis: una resistente y otra susceptible
al MTZ. Para lo cual, se generaron los extractos metanolicos crudos de las plantas y se
evalud su porcentaje de inhibicidon medio, posteriormente, se seleccionaron las plantas que
presentaron mayor porcentaje de inhibicion frente a la cepa susceptible y se evaluaron
contra la cepa resistente. Una vez que fue identificada la planta que presentd el mayor
porcentaje de inhibicion se prosiguid con el aislamiento biodirigido mediante las
estrategias de separacion por extraccion liquido-liquido y la técnica de cromatografia en
columna. Los extractos metandlicos crudos de B. scordioides y P. americana var.
drymifolia presentaron la mayor actividad tricomonicida contra la cepa de TV-S-MTZ, de
estos, P. americana var. drymifolia fue la planta que exhibido mayor actividad biologica
contra la cepa TV-R-MTZ, al ser fraccionada las particiones que presentaron mayor
bioactividad fueron la particién de hexano y acetato de etilo. Estas particiones fueron
seleccionadas para ser fraccionadas mediante la técnica de cromatografia en columna
obteniendo seis fracciones colectivas (FC) de acetato de etilo y ocho FC de hexano, de las
cuales las fracciones colectivas cuatro de hexano y acetato (FC4AE y FC4HX) fueron las
que presentaron la mayor actividad contra la cepa susceptible y la resistente a

metronidazol.
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ABSTRACT

Trichomonas vaginalis is a protozoan parasite that causes trichomoniasis, the most
common non-viral sexually transmitted infection worldwide (Bouchemal et al. 2017). In
2020, the WHO reported 156 million cases of trichomoniasis worldwide (WHO 2020),
and in 2024, SINAVE reported 7,344 cases in Mexico in the first months of the year
(Boletin Epidemioldgico 2024). Nitroimidazoles, such as metronidazole (MTZ), are the
only drugs approved by the FDA and CDC for the treatment of trichomoniasis; however,
these can cause significant side effects on the health of users. In addition, the number or
strains that are resistant to these drugs has increased significantly in recent years. The use
of natural products offers an alternative for the search and development of effective drugs
against 7. vaginalis. In the present study, the trichomonicidal activity of three plant
extracts from the state of Nuevo Leon was investigated: A. lechuguilla, B. scordioides and
P. americana, was evaluated in two strains of 7. vaginalis: one was resistant and the other
susceptible to MTZ. For this purpose, crude methanolic extracts of the plants were
prepared and their mean percentage of inhibition was evaluated. Subsequently, the plants
with the highest percentage of inhibition against the susceptible strain were selected and
evaluated against the resistant strain. Once the plant with the highest percentage of
inhibition was identified, biodirected isolation was continued by liquid-liquid extraction
and column chromatographic separation strategies. The methanolic crude extracts of B.
scordioides and P. americana var. drymifolia exhibited the highest trichomonicidal
activity against the TV-S-MTZ strain, of these, P. americana var. drymifolia was the plant
that exhibited the highest biological activity against the TV-R-MTZ strain, when
fractionated the partitions that presented the highest bioactivity were the hexane and ethyl
acetate partition. These partitions were selected to be fractionated using column
chromatography technique. Six collective fractions (FC) of ethyl acetate and eight FC of
hexane were obtained, of which the four collective fractions of hexane and acetate
(FC4AE and FC4HX) showed the highest activity against the susceptible and

metronidazole-resistant strains.
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1. INTRODUCCION

Trichomonas vaginalis es un parasito protozoario extracelular flagelado que causa la
infeccion de transmision sexual (ITS) denominada tricomoniasis. La infeccion se propaga
al colonizar el epitelio escamoso del tracto urogenital inferior de los seres humanos, que
incluye la vagina, el exocérvix, la uretra y la prostata. Se transmite principalmente a través
del contacto sexual, siendo una de las ITS no virales de mayor prevalencia en el mundo
(Aquino et al. 2020). La tricomoniasis se encuentra asociada a diversas complicaciones
de salud sexual y reproductiva en mujeres y hombres, incluyendo: la enfermedad pélvico-
inflamatoria (EPI), complicaciones en el embarazo, cancer de cuello uterino, prostatitis e
infertilidad (Mabaso y Abbai 2021) debido al proceso inflamatorio y dafio al epitelio

escamoso que ocasiona 7! vaginalis al adherirse a las paredes del aparato urogenital.

En el afio 2020 la Organizacion mundial de la salud (OMS) report6é un total de 156
millones de casos de tricomoniasis a nivel mundial en individuos cuyos rangos de edad
oscilaban entre 15 a 49 afos, presentdndose 73.3 millones de casos en mujeres y 82.6
millones en hombres (WHO 2023). Por otra parte, datos proporcionados por el Sistema
Nacional De Vigilancia Epidemiolédgica (SINAVE) reportan un total de 7,344 casos de
tricomoniasis urogenital hasta los primeros meses del 2024 (Boletin Epidemioldgico

2024).

El tratamiento primario para la tricomoniasis se limita al uso de nitroimidazoles, siendo
el metronidazol uno de los pocos farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA). Sin embargo, desde 1962 se han documentado casos de T
vaginalis resistentes al metronidazol (TV-R-MTZ), y en la actualidad se ha observado un
aumento significativo en los casos de resistencia y fracaso del tratamiento (Marques-Silva
et al. 2021). Del mismo modo, el uso de este farmaco ocasiona efectos secundarios
adversos como nauseas, vomitos, diarrea, calambres abdominales, anorexia,
hipersensibilidad, sabor metéalico, neuropatias (periférica, Optica y autondOmica),

convulsiones, encefalopatia y toxicidad cerebelosa (Lala et al. 2021).

El metronidazol (MTZ) fue introducido como tratamiento por primera vez en 1959 y para
el afno 1962 se generd el primer reporte de resistencia in vitro en 7. vaginalis. Esta

resistencia estd asociada a la resistencia cruzada con otros farmacos pertenecientes a la
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familia de los 5-nitroimidazoles. La resistencia por parte de este parésito es motivo de
gran preocupacion debido a que los tratamientos alternativos existentes son limitados

(Graves et al. 2020).

Ante esta problematica los productos naturales se pronuncian como una fuente alternativa
de compuestos bioactivos para la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos mas efectivos

y con nula o menor cantidad de efectos secundarios (Hashemi et al. 2021).



2. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas bioldgicas de Trichomonas vaginalis

2.1.1 Clasificacion taxonomica

Clasificacion taxondémica tomada de: Aquino et al. 2020.
Reino: Protozoa
Filo: Parabasalia
Clase: Trichomonadea
Orden: Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae
Género: Trichomonas
Especie: 1. vaginalis

2.1.2 Morfologia

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado anaerdbico/microaerofilo que actia
como agente causal de la ITS conocida como tricomoniasis (Leitsch 2021). Este parasito
presenta una forma ovoide cuando se cultiva en condiciones axénicas. Sin embargo,
experimenta una transformacion a una forma ameboide al adherirse a las superficies de
las células epiteliales del huésped (Wanderley de Souza 2022). Dentro de su ciclo
biologico, se encuentra exclusivamente en estadio de trofozoito, con una morfologia
piriforme, su longitud promedio es de 10 um por 7 um de ancho. Posee cuatro flagelos
anteriores que le confieren una motilidad espasmddica, mientras que el flagelo posterior
da forma al borde externo de la membrana ondulada que recorre el cuerpo de la célula
(Figura 1), proporcionandole movilidad (Edwards et al. 2016). La cromatina nuclear se
distribuye uniformemente, presenta axostilo, asi como una gran cantidad de

hidrogenosomas (Sulyman y Kadir 2021).



Figura 1. Trofozoito de T. vaginalis. A) Observado bajo de un microscopio electronico de barrido, donde se
muestran cuatro flagelos anteriores (AF), membrana ondulante (UM) y axostilo (A). B) Microscopia
electronica de trasmision que muestra el nucleo (N), hidrogenosomas (H), vacuolas (V) y axostilo (A). C)
Microscopia electronica de barrido de los trofozoitos de 7. vaginalis mostrando las formas ovoide y
ameboide. A la izquierda, se observa el trofozoito en forma ovoide (verde), con flagelos (azul), flagelos
recurrentes (naranja) y axostilo. A la derecha, la forma ameboide (verde) esta adherida a una célula epitelial
vaginal (rosa). D) y E) Observados bajo microscopio optico. (Gunn A. y Pitt SJ 2022; McConnaughey
2014; Ryu y Min 2006; Wanderley de Souza 2022).

2.1.3 Ciclo biolégico

Trichomonas vaginalis coloniza la superficie epitelial del tracto urogenital y se aloja en la
parte inferior del tracto genital femenino, en el caso de los varones coloniza prostata y
uretra. El periodo de incubacion es de 5-28 dias. El ciclo bioldgico (Figura 2) del parasito
consiste en la replicacion de los trofozoitos por fision binaria longitudinal con division
mitotica de nlcleos. A la fecha se conoce unicamente el estadio de trofozoito. La
transmision ocurre principalmente por contacto sexual entre humanos, incluyendo el
contacto genital de hombre a mujer, de mujer a hombre y de mujer a mujer. Recientemente,
también se han reportado casos poco frecuentes de transmision entre hombres a través de

contacto rectal (Mc Connaughey 2014; Wanderley de Souza 2022).
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Figura 2. Ciclo biologico de Trichomonas vaginalis. Tomado de:

https://www.cdc.gov/dpdx/trichomoniasis/index.html.

2.1.4 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud estima que en el afio 2020 se presentaron 156
millones de casos de tricomoniasis entre individuos de 15 a 49 afios a nivel mundial. De
estos casos 73.3 millones fueron en mujeres y 82.6 millones en hombres (WHO 2023).
Por otra parte, el Sistema Nacional De Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) report6é un
total de 7,344 casos de tricomoniasis urogenital registrados hasta la semana

epidemiologica 21 del afio 2024 (Boletin Epidemiologico 2024).

2.2 Manifestaciones clinicas

La sintomatologia de cada paciente es variable, con casos asintomaticos y pacientes que
presentan procesos inflamatorios severos e invasivos en el tracto genitourinario con alto
riesgo de conducir a un proceso neoplasico. Cabe destacar que la tricomoniasis ha sido
comprobada como un factor que aumenta hasta 2.7 veces el riesgo de adquirir otros

patogenos que afectan el tracto urogenital como: el virus de la inmunodeficiencia humana



(VIH), Chlamydia trachomatis, herpes simple tipo 2 (VHS-2), Neisseria gonorrhoeae y
el virus del papiloma humano asociado al serotipo 16 de alto riesgo (VPH-16) (Bolumburu

et al. 2020).

2.2.1 Mujeres

La tricomoniasis en mujeres se manifiesta con diversos sintomas, entre los que se
incluyen: eritema vaginal, dispareunia, disuria, prurito en la zona genital y flujo vaginal
difuso con mal olor y coloracién amarillo-verdosa. Durante la exploracion pélvica, es
comun identificar el signo caracteristico de esta infeccion, conocido como cuello uterino
en fresa o colitis macular. Entre las principales complicaciones de la tricomoniasis en
mujeres se destacan: el aumento del riesgo de padecer enfermedades pélvico-inflamatorias
y la infeccion de las glandulas de Skene y Bartholin. Ademas, otras complicaciones mas
graves incluyen el cancer de cuello uterino, que esta relacionado con la enfermedad
pélvico-inflamatoria, asi como nacimientos prematuros, bajo peso al nacer en bebés y
muerte neonatal. También se observa un mayor riesgo de adquirir otras infecciones de
transmision sexual, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Kissinger et al.
2022). Esto se debe a que los trofozoitos de Trichomonas vaginalis se adhieren a las
c€lulas epiteliales escamosas mediante proteinas de adhesion y poseen enzimas asociadas
a la membrana con actividad fosfolipasa A, lo que ocasiona la lisis de las células
nucleadas. Esta lisis genera micro ulceraciones y hemorragias microscopicas en la pared

vaginal y el exocérvix (Hashemi et al. 2021).

2.2.2 Hombres

En los hombres, la tricomoniasis suele ser asintomadtica en la mayoria de los casos, sin
embargo, en situaciones graves conlleva complicaciones significativas. Estas incluyen
uretritis asociada a cistitis, epididimitis y prostatitis cronica, € incluso aumenta el riesgo

de desarrollar cancer de prostata (Dalimi y Payameni 2021; Hashemi et al. 2021).

2.2.3 Tratamiento

Actualmente, los farmacos disponibles para tratar la tricomoniasis son los 5-
nitroimidazoles, entre los cuales el metronidazol y el tinidazol son los Unicos aprobados
por la Food and Drug Administration (FDA) (Saito-Nakano et al. 2023). Segun las pautas

de tratamiento establecidas por los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades



(CDC) en 2015, el tratamiento de primera linea contra la tricomoniasis para mujeres y
hombres VIH negativos consiste en una dosis oral de 2 g de metronidazol o tinidazol en
una sola toma. Como terapia alternativa, también se propone una dosis oral de
metronidazol de 500 mg dos veces al dia durante una semana (Van Gerwen y Muzny

2019).

2.2.3.1 Metronidazol

Los nitroimidazoles se caracterizan por tener una estructura heterociclica que consta de
un nucleo de imidazol con un grupo nitro (NO2) en la posicién cinco (Figura 3). El
metronidazol, un farmaco sintético de administracion oral, se encuentra dentro de esta
categoria de compuestos y se destaca por sus propiedades antiparasitarias y
antibacterianas. Es ampliamente utilizado para tratar infecciones como las causadas por
Trichomonas vaginalis y Entamoeba histolytica, dos agentes patdgenos responsables de
enfermedades parasitarias en humanos. Ademas, presenta actividad in vitro contra la

mayoria de los microorganismos anaerobios facultativos y aerobios obligados (Nagel y

Aronoff 2015; Sobel y Sobel 2015).
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Figura 3. Estructura quimica de los nitroimidazoles. A) Metronidazol, B) Tinidazol, C) Ornidazol, D)

Secnidazol, E) Nimorazol, F) Ronidazol. Fuente: Nagel y Aronoff 2015.



2.2.3.2 Mecanismo de accion del metronidazol

El mecanismo de accion del metronidazol (Figura 4) esta regulado por cuatro etapas que
conducen a la generacion intracelular de metabolitos intermedios criticos redox. En primer
lugar, el metronidazol penetra en la célula como profarmaco por difusion pasivay se activa
en organulos especificos de los protozoos. En microorganismos anaerobios el farmaco se
transforma en una forma activa a través de la reduccion de su grupo nitro, lo que resulta
en la formacion de un radical nitroso libre que causa citotoxicidad e interferencia con el
ADN (acido desoxirribonucleico) celular. Este proceso de activacion del profarmaco
establece un gradiente de concentracién que aumenta la captacion del farmaco, lo que
potencia su efecto antimicrobiano. En la tercera etapa, el compuesto de metronidazol
activado puede inhibir o dafar la sintesis de ADN a través de un proceso de oxidacion que
ocasiona dafios en las hélices del ADN, induce la degradacion de este y la muerte celular,
después, ocurre la liberacion de los productos finales inactivos del farmaco (Nagel y

Aronoff 2015; Kumanan et al. 2021).
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Figura 4. Esquema general de la via de activacion del farmaco MTZ. (1) En primera instancia el MTZ
penetra la célula por difusion pasiva y se metaboliza en el hidrogenosoma. (2) El piruvato se genera a partir
de glucosa a través de la glucolisis en el citosol. (3) En el hidrogenosoma, PFOR (piruvato: ferredoxina
oxidorreductasa) facilita la descarboxilacion oxidativa del piruvato mediante la reduccion y transferencia
de electrones a Fdx. A continuacion, Fdx (piruvato por ferredoxina) reduce el grupo nitro de MTZ, lo que
crea un anion radical nitro citotdxico. (4) El MTZ activado interactia entonces con el ADN de 7' vaginalis

causando dafios y la muerte del organismo. Imagen tomada y modificada de (Graves et al. 2020).



2.2.3.3 Resistencia al metronidazol

El metronidazol ha sido considerado como el tratamiento estandar contra la tricomoniasis
desde su introduccion en 1959; sin embargo, la resistencia a este farmaco fue reportada
pocos afos después, en 1962 (Graves et al. 2020). Los principales mecanismos de
resistencia reportados en la literatura incluyen alteraciones a nivel genético en genes diana
y activadores de farmacos, asi como la presencia de endosimbiontes intracelulares como
Mycoplasma homminis 'y Trichomonasvirus, que favorecen la patogenicidad de T

vaginalis (Mabaso et al. 2020).

Se considera que una cepa de 7. vaginalis es sensible al metronidazol cuando la
concentracion letal minima (MLC) es < 25 pg/mL. La resistencia se clasifica en baja
cuando la MLC es de 50 pg/mL, moderada a rangos de MLC entre 100-200 pg/mL y en
alta cuando es > 400 pg/mL (Graves et al. 2020). Han sido descritos dos tipos de
resistencia en la literatura: la resistencia aerdbica, asociada a fracasos en el tratamiento de

la tricomoniasis, y la resistencia anaerdbica, inducida en laboratorio in vitro.

2.2.3.4 Resistencia anaerdbica:

Se caracteriza por presentar una disminucion de la expresion génica o de proteinas
involucradas en las principales vias del metabolismo de los carbohidratos (la via
dependiente de piruvato y la via dependiente de malato) y las vias de activacion de
farmacos: piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), la ferredoxina (Fdx), la enzima
malica malato deshidrogenasa (ME/MDH), la NADH deshidrogenasa y la nitroreductasa
(NTR). La eliminacion de glucosa y vias energéticas alternas también han sido asociadas

a la resistencia anaerobica a los 5-nitroimidazoles (Graves et al. 2023).

2.2.3.5 Resistencia aérobica:

Presenta una disminucion de la expresion de genes y/o proteinas involucradas en la
eliminacion de oxigeno y en los mecanismos antioxidantes de defensa como la flavina
reductasa 1 (FR1), la tiorredoxina reductasa (TrxR) y la tiorredoxina peroxidasa (TrxP),

asi como el superoxido dismutasa (SOD) y la NADH oxidasa (Graves et al. 2023).



2.2.3.6 Efectos secundarios

Existen antecedentes donde se reporta que el metronidazol, ademés de sus propiedades
terapéuticas, puede provocar efectos secundarios de severidad variable. Entre estos se
incluyen un sabor metélico, nduseas (presentes en aproximadamente el 10% de los
pacientes), y neutropenia transitoria (afectando alrededor del 7.5% de los casos). Ademas,
su consumo con alcohol puede desencadenar un efecto similar al del disulfiram con
efectos secundarios como: nauseas, vomito, sudoracion, palpitaciones, dolor de cabeza y
mareos. Adicionalmente, se ha reportado que el metronidazol puede prolongar el cociente
internacional normalizado en pacientes que requieren antagonistas de la vitamina K, como
la warfarina. Se ha observado que el metronidazol puede potenciar el efecto
anticoagulante de la warfarina y otros anticoagulantes, lo que resulta en una prolongacion
de los tiempos de protrombina (Sobel y Sobel 2015). Ademas de los efectos secundarios
anteriormente mencionados, se han reportado otros efectos leves asociados al
metronidazol, como dolor abdominal y diarrea. Es importante destacar que el
metronidazol también puede provocar efectos secundarios graves tales como la
neurotoxicidad severa, neuropatias Opticas y periféricas, asi como encefalopatias

(Hernandez-Ceruelos et al. 2019).

Adicionalmente, se han documentado casos de alergia al metronidazol, que pueden
manifestarse con sintomas como urticaria, edema facial y, en casos mdas graves, choque
anafilactico (Hashemi et al. 2021). Por otra parte, se ha descrito como un agente
mutagénico para las bacterias y con efectos carcinogénicos en ratones cuando se utiliza

en dosis elevadas durante periodos prolongados (Parrado 2003).

2.3  Plantas medicinales para tratamiento

Los medicamentos elaborados a base de plantas medicinales exhiben eficiencia,
rentabilidad mayor tolerancia y disminucion de efectos adversos en contraste con los
farmacos sintéticos, razon por la cual se han convertido en objeto de estudio debido a la
gran cantidad diversidad de compuestos bioactivos que albergan. Previamente se ha
reportado que algunas plantas medicinales con actividad tricomonicida pertenecen en su

mayoria a las familias Asteracea, Lamiaceae y Myrtaceae (Hashemi et al. 2021).
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2.3.1 Agave lechuguilla Torr, Asparagaceae

2.3.1.1 Clasificacion taxonémica

Clasificacion taxondmica tomada del Herbario Nacional de México (MEXU) propuesto
por el Departamento de Botanica del Instituto de Biologia (IBUNAM) (Departamento de
Botanica 2019).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae
Género: Agave
Especie: Agave lechuguilla
La lechuguilla (Figura 5) es una planta suculenta que pertenece a la familia Agavaceae y
se distribuye en regiones aridas desde el sureste de los Estados Unidos hasta el sur de
México (Loépez-Diaz et al. 2022). Se trata de un arbusto rosetofilo que presenta hojas
oblongo-lanceoladas, las cuales pueden alcanzar una longitud de hasta 60 cm. Los bordes
de estas hojas estan adornados con espinas pequefias en forma de gancho, y su apice
terminal es también espinoso. Las flores que produce son de color verde pélido o verde
amarillento (Macouzet-Pacheco et al. 2013). Posee un valor econémico y ecologico
significativo en estas areas y se considera un recurso forestal no maderable. Su
distribucion nacional abarca aproximadamente 20 millones de hectéreas, incluyendo los
estados de Coahuila, Chihuahua, Nuevo Leon, Durango, San Luis Potosi, Tamaulipas y

Zacatecas (Carmona et al. 2017).
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Figura 5. Agave lechuguilla Torr. Tomadas de A) Gonzalez-Lopez y Gonzalez-Uribe (2023) y B) Macouzet-
Pacheco et al. 2013.

El interés farmacologico en el uso de A. lechuguilla se ha centrado en el estudio de sus
principios activos. En un estudio realizado por Almaraz-Abarca et al. (2013), se informa
que los extractos foliares de esta planta contienen flavonoles, derivados de &cido fenolico,
flavonoides glucosidos y dihidroflavonoides. Ademés, se han reportado efectos
antimicrobianos y antifungicos atribuidos a la presencia de polifenoles. La presencia de
compuestos como saponinas, flavonoides, terpenos y compuestos fenolicos se ha asociado
con la actividad insecticida. Asimismo, la presencia de flavonoides en extractos etanélicos

se ha relacionado con su potencial anticancerigeno y antioxidante (Morreeuw et al. 2021)

2.3.1.2 Actividad bactericida

Barrén (2016) demostrd la actividad antibacteriana de saponinas presentes en el extracto
hidroalcohdlico elaborado de hojas de 4. lechuguilla contra bacterias aisladas a partir de
alimentos, reportando actividad bactericida contra Kurthia gibsonii y Lactiplantibacillus

plantarum obteniendo una Clso de 298.12 mg/mL y 324.56 mg/mL, respectivamente.

2.3.1.3 Actividad antifingica

La actividad antifingica de 4. lechuguilla fue evaluada en la investigacion de Barron
(2016) contra aislados fungicos provenientes de muestras alimentarias. Se utilizaron
saponinas aisladas de extracto hidroalcoholico de las hojas de A. lechuguilla para medir

el porcentaje de inhibicion de la germinacion de las esporas de diversos hongos. Los
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resultados mostraron una inhibicion del crecimiento del 48.77% para Fusarium
oxysporum, mientras que en los demds hongos la inhibicion del crecimiento fue inferior
al 30%. Del mismo modo, se calcularon las concentraciones inhibitorias medias para cada
hongo, obteniéndose los siguientes valores: Rhizopus stolonifer (142.55 mg/mL),
Fusarium oxysporum (113.96 mg/mL), Fusarium graminearum (141.17 mg/mL),

Penicillium digitatum (28130 mg/mL) y Penicillium rubrum (267.79 mg/mL).

2.3.2 Buddleja scordioides Kunth

2.3.2.1 Clasificacion taxonémica

Clasificacion taxondmica tomada del Herbario Nacional de México (MEXU) propuesto
por el Departamento de Botéanica del Instituto de Biologia (IBUNAM) (Departamento de
Boténica 2019).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Gentianales
Familia: Loganiaceae
Género: Buddleja
Especie: Buddleja scordioides

Buddleja scordioides Kunth, también conocida como salvilla, escobilla, arbusto mariposa
o salvia real (Figura 6), es una planta perteneciente a la familia Loganiaceae, aunque
algunas clasificaciones la ubican en la familia Buddlejaceae. Se trata de un arbusto
ramificado que puede alcanzar una altura de 1 m, con una forma estrellada y pubescente.
Las flores de esta planta son diminutas, de color amarillo, y se agrupan formando una
cabeza globosa densa y lanosa. Originario de Africa, Asia y Sudamérica, este género
cuenta con alrededor de 100 especies, 16 de las cuales se encuentran en México,
incluyendo a B. scordioides (Macias-Cortés et al. 2022; Rocha-Guzman et al. 2018;
Macouzet-Pacheco et al. 2013).
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Figura 6. Planta silvestre de Buddleja scordioides Kunth. Imdgenes tomadas de (Macouzet-Pacheco et al.

2013).

Se encuentra distribuida desde el sur de los Estados Unidos hasta el centro de México,
abarcando regiones como Nuevo México, Texas, Jalisco, Hidalgo, Quintana Roo y el
noroeste de México (Macouzet-Pacheco et al. 2013). Diversos estudios han reportado
distintos efectos positivos sobre la salud humana, tales como propiedades
antiespasmodicas, actividad antibacteriana, proteccion solar, efecto antidiarreico y
actividad contra trastornos gastrointestinales, fungiendo ademas como un antiinflamatorio

gastrico e intestinal (Macias-Cortés et al. 2022)

Diversas investigaciones sobre la composicion de las infusiones de B. scordioides han
informado la presencia de distintos compuestos, entre ellos acido cafeico, acido vanilico,
vainillina y acido coumarico. Ademas, se ha identificado la presencia de acidos de las
subclases de hidroxibenzoicos (galico, gentisico, 4-hidroxibenzoico y salicilico) e
hidroxicindmicos (quinico, 4-O-cafeoilquinico, 4,5 dicafeoilquinico y fertilico). También
se ha descrito la presencia de flavonoides de subclase flavonoles como la quercetina,
isoquercitrina, rutina, quercetina 3-O-B-glucurénido, asi como flavononas como la

naringenina y eriodictiol (Villegas-Novoa et al. 2020).

2.3.2.2 Actividad antiparasitaria
Mohammed et al. (2016) evaluo la actividad antimalarica del extracto metandlico de hojas
de B. polystachya en términos de la reduccion de la carga parasitaria, obteniendo una

supresion de la parasistema del 66.67% a una dosis de 300 mg/kg.
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El efecto antiparasitario de Buddleja también ha sido evaluado contra Plasmodium
falciparum a partir de extractos elaborados de la especie B. globosa con Clso obtenida de
6.2 ng/ mL en extractos metanolicos y 8.7 pug/ mL en el caso de extractos acuosos. Otra
especie reportada con actividad es B. tacumanensis con una Clso de 17.8 ng/ mL para el

extracto metandlico (Debenedetti et al. 2002).

2.3.3 Persea americana Mill
El aguacate, miembro de la familia de las plantas con flores Lauraceae. Es originario de
México y América Central, siendo México el principal productor a nivel mundial (Bhuyan

et al. 2019).

Mesoamérica es reconocida como el epicentro de la diversidad y el origen del aguacate
(Persea americana Mill.), ya que la mayoria de sus poblaciones primigenias prosperan en
esta region, que se extiende desde la Sierra Madre Oriental del estado de Nuevo Ledn,
Meéxico, hasta Costa Rica. La diversidad del aguacate se puede categorizar en tres razas
principales: P. americana var. drymifolia (raza mexicana), P. americana var.
guatemalensis (raza guatemalteca) y P. americana var. americana (raza antillana). En
México el aguacate exhibe una amplia diversidad genética (Figura 7), resultado de la
fenologia que se manifiesta en caracteristicas como el tamafo, color, forma y sabor de sus

frutos y hojas (Montes-Hernandez et al. 2017).
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Figura 7. Diversos frutos de P. americana Mill. var. drymifolia de Aramberri y General Zaragoza, Nuevo
Leon, México. 1) Pato, 2) Amarillo, 3) Cuerno, 4) El Salto, 5) Huevo de Paloma, 6) Mantequilla, 7) Criollo
Bola, 8) Pagua, 9) Platano, 10) y 14) Criollos, 11) Campeo6n, 12) Platano Delgado, 13) Platano Grueso, 15)

15



Criollo Todo el Afio, 16) Maria Elena, 17) Leonor, 18) Salvador. Imagen tomada de Gutiérrez-Diez et al.

2015.

2.3.4 P. americana var. drymifolia

2.3.4.1 Clasificacion taxonémica:

Clasificacion taxondmica tomada del Herbario Nacional de México (MEXU) propuesto
por el Departamento de Botéanica del Instituto de Biologia (IBUNAM) (Departamento de
Botanica 2019).

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea
Especie: Persea americana
Esta variedad se encuentra en bosques mesofilos y montafias; sin embargo, su estado de
conservacion se considera como precario. La demanda del consumo local del fruto en
México es alta. Del mismo modo, esta variedad mexicana representa una gran fuente de
genes de resistencia contra enfermedades y plagas que afectan a esta planta. Diversos
estudios sobre P. americana var. drymifolia han demostrado la presencia de compuestos
activos contra herbivoros y patogenos, atribuyéndose a la presencia de terpenoides y
fenilpropanoides en las hojas de esta planta. Asimismo, es reconocido como un alimento
funcional debido a la presencia de compuestos con alto valor nutracéutico. Sin embargo,

el conocimiento de sus propiedades biomédicas ha sido poco estudiado (Ochoa-Zarzosa

et al. 2021).

El aguacate ha sido utilizado desde la antigiiedad para el tratamiento de diversas
patologias. Entre las propiedades medicinales que se le han atribuido se incluye el efecto
emenagogo otorgado por el fruto de la planta, el efecto cicatrizante presente en la pulpa,
y el efecto antiinflamatorio de la piel proporcionado por las hojas, asi como para el

tratamiento de enfermedades gastrointestinales (Ochoa-Zarzosa et al. 2021)
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Se han reportado una variedad de efectos medicinales atribuidos al aguacate, entre los que
se destacan sus propiedades antihipertensivas, hepatoprotectores, antiulcerosas,
anticancerigenas, insecticidas, antimicrobianas, antioxidantes, antidiabéticas,
antiinflamatorias y anticoccidiales. Estos efectos se deben a la amplia diversidad de
compuestos bioactivos presentes en el aguacate, que incluyen flavonoides, taninos,

saponinas, alcaloides, carotenoides, entre otros (Alajmi et al. 2023).

2.3.4.2 Actividad antiparasitaria

Cédric et al. (2023) evalu6 la actividad antihelmintica de los extractos etandlicos y
acuosos de las semillas de P americana contra la eclosion de los huevos de
Heligmosomoides polygyrus reportando una Clso a los 0.49 mg/mL y 0.22 mg/mL

respectivamente.

Jiménez-Arellanes et al. (2013), investigaron los efectos de extractos cloroférmicos y
etanolicos de semillas de P americana sobre Giardia lamblia, Entamoeba histolyticay T.
vaginalis. Los resultados mostraron una actividad anti protozoaria significativa en los tres
parasitos. El extracto cloroformico exhibio valores de Clso de 0.634,0.417 y 0.524 ng/mL
para Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y T. vaginalis, respectivamente. Por otra
parte, el extracto etanolico mostrd valores de Clso de 0.486 0.386 y 0.533 pg/mL frente a

los mismos parasitos, respectivamente.

2.3.4.3 Actividad antibacteriana

La actividad bactericida de P. americana Mill ha sido documentada por Gémez-Flores et
al. (2008), quienes demostraron su eficacia contra las cepas de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra y H37Rv, a partir de extractos metandlicos elaborados a partir de las
hojas de la planta. Su estudio revel6 una notable inhibicion del crecimiento bacteriano,
con un rango del 82 al 100% y una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 125 pg/mL
contra la cepa H37Ra. En el caso de la cepa H37Rv, se observé una inhibicion del 53 al
100% y una CIM de 62.5 pg/mL. Por otra parte, la evaluacion de las fracciones obtenidas
del extracto mostré que la fraccion hexénica present6 actividad inhibitoria con un rango
del 18 al 100% contra la cepa H37Ra, y un rango del 84 al 100% con una CIM de 31.2
pg/mL.
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3. JUSTIFICACION

Trichomonas vaginalis es el agente causal de la infeccion de transmision sexual
denominada como tricomoniasis, que invade, coloniza y parasita el aparato genitourinario
femenino y masculino. Actualmente es una infeccion que requiere vigilancia
epidemiologica en México y los casos diagnosticados demandan notificacion obligatoria
ante el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE). El tratamiento de
primera linea empleado en esta infeccion es el metronidazol y sus derivados, sin embargo,
en los ultimos afos han aumentado los casos que reportan resistencia al farmaco y fracaso
del tratamiento. Por otra parte, dicho medicamento ocasiona diversos efectos secundarios
con consecuencias adversas para sus usuarios, que van desde afecciones como nauseas,
problemas gastrointestinales y alteraciones en el sentido del gusto hasta afecciones mas
severas como la neurotoxicidad y neuropatias Optica y periférica, asi como,
complicaciones hematoldgicas como la neutropenia. Ante este escenario, se ha vuelto
necesaria la biisqueda de alternativas efectivas y viables para enfrentar la crisis emergente
que se ha presentado en los ultimos afios contra Trichomonas vaginalis resistente a
metronidazol, en orden de mejorar el pronostico y curso de la infeccién ocasionada por
este protozoario. Dado que México es uno de los paises con mayor diversidad bioldgica
en el mundo, se considera que existe un gran potencial de plantas medicinales con
compuestos bioactivos altamente efectivos como una alternativa a los farmacos sintéticos

que han perdido eficacia con el tiempo.
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4. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de A4. lechuguilla, B. scordioides y P. americana poseen
actividad bioldgica inhibitoria contra las cepas de Trichomonas vaginalis susceptibles y

resistentes a metronidazol.
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5. OBJETIVOS
51  Objetivo General

Evaluar la actividad inhibitoria de los extractos metandlicos de Agave lechuguilla,
Buddleja scordioides y Persea americana sobre el crecimiento de cepas de 7. vaginalis

resistente y susceptible a metronidazol.

5.2  Objetivos Particulares
1. Obtener los extractos metanolicos de Agave lechuguilla, Buddleja scordioides y
Persea americana, seleccionar los de mayor actividad inhibitoria en la cepa susceptible

de T vaginalis y evaluar su efectividad en la cepa resistente a metronidazol.

2. Determinar la concentracion inhibitoria media (Clso) de los extractos con mayor
porcentaje de inhibicidn en la cepa susceptible, y posteriormente calcular la Clso de estos

en la cepa resistente a metronidazol.

3. Fraccionar mediante técnicas cromatograficas los extractos que muestren la mayor
actividad inhibitoria contra 7. vaginalis susceptible y evaluar su efectividad en la cepa

resistente a metronidazol.

4. Determinar la Clso de las particiones y fracciones con mayor porcentaje de
inhibicién en la cepa susceptible, y posteriormente calcular la Clso de estas en la cepa

resistente a metronidazol.

5. Determinar la actividad citotoxica de las fracciones que presenten la mayor
actividad inhibitoria contra la cepa de 7. vaginalis susceptible y resistente a metronidazol

en la linea celular Vero.

6. Caracterizar parcialmente la composicion quimica de las fracciones con mayor
actividad inhibitoria contra la cepa susceptible y resistente a metronidazol mediante

pruebas fitoquimicas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Elaboracién de extractos

6.1.1 Colecta del material vegetal

La colecta del material vegetal se llevo a cabo en dos municipios ubicados en el estado de
Nuevo Ledn: Rayones y Garcia, durante los meses de floracion y/o fructificacion de cada
planta segin se muestra en la Tabla 1. El material vegetal fue seleccionado, etiquetado y
almacenado en recipientes herméticos (Cabrera y Silva 2021). Se deposité una muestra de
cada planta recolectada (Figura 8) en el herbario del Departamento de Botanica de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon (UANL).

Tabla 1.Colecta de material vegetal en el estado de Nuevo Leon.

Fecha de colecta
Planta Municipio
(mes/afio)
A. lechuguilla 10/22 Garcia
B. scordioides 05/23 Rayones
P. americana var. drymifolia. 09/23 Rayones

Figura 8. Imagenes de las plantas evaluadas. (A) 4. lechuguilla (Gonzalez-Lopez y Gonzéalez-Uribe 2023),
(B) B. scordioides y (C) P. americana var. drymifolia.
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6.1.2 Preparacion del material vegetal

Para la elaboracién de los extractos, se utilizaron las partes aéreas de 4. lechuguilla y B.
scordioides, mientras que para P. americana se empleo el exocarpio del fruto. El material
vegetal fue secado con lamparas de calor a una temperatura de 40-45 °C durante 2 a 3
semanas. Posteriormente, se pulverizo el material vegetal seco con un molino manual
(Figura 9) y se almacend en frascos herméticos de plastico a temperatura ambiente hasta

su uso (Molina-Garza et al. 2014).

Figura 9. Proceso de A) secado y B) triturado del material vegetal.

6.1.3 Extraccion del material vegetal

La extraccion se llevo a cabo mediante el método de maceracion en frio utilizando metanol
absoluto (MetOH, CTR Scientific) como solvente. La relacion utilizada fue de 20 g de
material vegetal en 300 mL de solvente en un matraz bola de fondo plano (Pyrex) con
agitacion constante. Se realizaron tres extracciones sucesivas con intervalos de 48 h, para
ello se reemplazé el solvente en cada ocasion. Después de completar la extraccion, la
solucion resultante se filtro con filtros de papel (Whatman N.° 1) y se concentro a través
de la eliminacion de solvente con ayuda de un Rotavapor (Biichi R-3000) manteniendo
una temperatura menor a 40 °C hasta concentrar el extracto. Posteriormente, el
concentrado del extracto se transfirié a un contenedor de vidrio previamente pesado,
donde se finaliz6 la concentracion del extracto empleando un desecador de vidrio al vacio,

y el extracto resultante se almacend a 4 °C hasta su uso. (Molina-Garza et al. 2014).
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Una vez evaporado completamente el solvente de extraccion se procedid a pesar las
muestras secas en una balanza de precision para registrar los datos de peso. Con los datos
obtenidos para los pesos finales se determinaron los rendimientos porcentuales aplicando
la Ecuacion 1, donde % R representa el porcentaje de rendimiento, W;j es el peso inicial y

Wt es el peso final de la materia vegetal después de obtener el extracto (Benitez-Benitez

et al. 2020).

W; — W
% R = —— x 100 1)
1

Ecuacion 1. Ecuacion para determinar rendimientos porcentuales.

6.2  Aislamiento biodirigido

6.2.1 Particion mediante la técnica de extraccion liquido-liquido de extractos con
mayor actividad tricomonicida empleando solventes por orden de polaridad
ascendente

A partir del extracto crudo se obtuvieron las particiones fitoquimicas, empleando la
técnica de extraccion liquido-liquido (Figura 10), para lo cual se tomaron 3 g de extracto
metanolico crudo que fue disuelto en 50 mL de metanol absoluto (MeOH; CTR Scientific),
la mezcla se depositd en un embudo de separacion (Pyrex) con capacidad de 500 mL y se
realizaron extracciones sucesivas con 150 mL de disolventes de polaridades ascendentes:
hexano, acetato de etilo e hidroalcohdlico. Cada disolucion fue homogenizada mediante
agitacion y se dejo reposar 48 h hasta obtener una separacion de fases definida. Se
realizaron tres extracciones con cada solvente, recuperando y reservando cada particion
obtenida. La particion metanolica resultante del primer lavado con hexano se tratdé con
agua destilada para generar una particion hidroalcoholica, la cual fue sometida a un
segundo proceso de particionamiento con tres lavados de 150 mL de acetato de etilo
absoluto (AcEt; CTR Scientific). Las particiones hidroalcohdlicas resultantes se
sometieron a un proceso de liofilizacion utilizando un liofilizador BTP-8ZLEVW (SP
Scientific). Por otro lado, las particiones de hexano y acetato de etilo se recolectaron y

concentraron en un rotavapor hasta alcanzar sequedad, para eliminar el disolvente.
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Posteriormente, se transfirieron a frascos de vidrio previamente pesados y cada particion

se almacend a 4 °C hasta su posterior manipulacion (Barboza et al. 2010).
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Figura 10. Imagen del proceso de extraccion liquido-liquido.

6.2.2 Fraccionamiento por columna en silica gel

El fraccionamiento se llevd a cabo mediante la técnica de exclusion molecular por
cromatografia en columna (Figura 11). Se emplearon las particiones que mostraron la
mayor actividad tricomonicida contra la cepa de 7. vaginalis susceptible a metronidazol,
especificamente las particiones de hexano y acetato de etilo. Se utiliz6 una columna de
vidrio de 15 cm con 20 g de silica gel (Aldrich, 100-200 mallas) como fase estacionaria,
suspendida en cloroformo absoluto (CH3Cl; CTR Scientific). La fase mévil consistio en
una mezcla de cloroformo, acetato de etilo y metanol, siguiendo el sistema de elucion
presentado en la Tabla 2 con un flujo de 40 gotas por minuto. Las fracciones recolectadas
tuvieron un volumen de 5 mL. Posteriormente, las fracciones obtenidas se analizaron
mediante cromatografia de capa fina (CCF) y se agruparon en fracciones colectivas segun
la similitud de su perfil quimico y su factor de retencion (Ryr). Estas fracciones fueron
almacenadas en frascos previamente pesados a una temperatura de 4 °C (Torres-

Hernandez 2021).
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Figura 11.Cromatografia en columna en fase normal silica gel.

6.2.3 Columna 1: Particion de hexano

Se tomd 1 g de la particion de hexano y se realiz6 el fraccionamiento en columna de silica
gel. Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante la técnica de cromatografia de
capa fina y se agruparon en fracciones colectivas conforme a la similitud de su perfil

quimico y Ry.

6.2.4 Columna 2: Particion de acetato de etilo

Se tomaron 200 mg de la particion de Acetato de etilo y se realizo el fraccionamiento en
columna de silica gel. Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante la técnica de
cromatografia de capa fina y se agruparon en fracciones colectivas conforme a la similitud

de su perfil quimico y Rr.
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Tabla 2. Sistema de elucion utilizado en las cromatografias en las columnas de gel de silice.

Volumen total (mL) Solvente Relacion (%)
50 CHsCl 100
50 CH;Cl- AcEt 90:10
50 CH3Cl- AcEt 80:20
50 CH3Cl- AcEt 70:30
50 CH;Cl- AcEt 60:40
50 CH3Cl- AcEt 50:50
50 CH3Cl- AcEt 40:60
50 CH3Cl- AcEt 30:70
50 CH;Cl- AcEt 20:80
50 CH;Cl- AcEt 10:90
50 AcEt 100
50 AcEt -MetOH 90:10
50 AcEt -MetOH 80:20
50 AcEt -MetOH 70:30
50 AcEt -MetOH 60:40
50 AcEt -MetOH 50:50
50 AcEt -MetOH 40:60
50 AcEt -MetOH 30:70
50 AcEt -MetOH 20:80
50 AcEt -MetOH 10:90
50 MetOH 100

CH;Cl: Cloroformo; AcEt: Acetato de etilo; MeOH: Metanol.
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6.2.5 Cromatografia en capa fina (CCF)

La distribucion de metabolitos contenidos en los extractos, particiones y fracciones
obtenidas fue revelada mediante la técnica de cromatografia en capa fina. Se emplearon
cromatoplacas de silica gel con dimensiones de 5 x 10 cm en soporte de vidrio (TLC Silica
Gel 60 F254, Merck), las muestras a analizar fueron colocadas con un capilar a una
distancia de 1 cm de la base y espaciadas entre si. La elucion se realizé a través de una
fase movil compuesta por una mezcla de por acetato de etilo: cloroformo (1:1) con una
solucion final de 10 mL (eluente). El eluente se dej6 fluir hasta llegar a 0.5 cm del limite
superior de la cromatoplaca. El resultado de la elucion fue revelado en luz ultravioleta a
una longitud de onda corta (UV 365 nm) y mediante la técnica de vapores de yodo (Torres-
Herndndez 2021). El factor de retencion (Ry) fue calculado mediante la Ecuacion 2 (Rejsek

et al. 2016):

R Distancia recorrida por el compuesto
f =

Distancia recorrida por el eluente

Ecuacion 2. Ecuacion para determinacion de factor de retencion.

Las fracciones que presentaron perfiles de Resimilares fueron agrupadas en fracciones

colectivas (FC).

6.2.6 Pruebas fitoquimicas cualitativas

El perfil fitoquimico fue realizado en las fracciones que exhibieron la mayor actividad
tricomonicida contra las cepas de 7. vaginalis susceptible y resistente a metronidazol. Se
realizd un tamizaje fitoquimico cualitativo. Las fracciones que exhibieron actividad
tricomonicida se analizaron bajo el estdndar quimico para la determinacion de cumarinas,
sesquiterpenos, dobles enlaces, xantofilas, esteroles, triterpenos, carbohidratos,

flavonoides y saponinas (Tabla 3) (Rodriguez-Arzave 1987; Dominguez 1973).
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Tabla 3. Descripcion de las pruebas fitoquimicas.

Prueba Metabolito Prueba positiva

Cambio de coloracion al acidular la

NaOH 10% Cumarinas ‘
solucion.
Baljet Sesquiterpenos Coloracion anaranjada o roja obscura.
Cambio de color y formacion de
Beayer Dobles enlaces . -
precipitado a café-rojizo.
HCI Xantofilas Coloracion verde, azul o morado.
. Color  verde/azul  para  esteroles.
Lieberman- ‘ _ ‘
Esteroles y triterpenos | Coloraciéon  morada/violeta/rosa  para
Burchard ‘
triterpenos.
Shinoda Flavonoides Coloracion anaranjada/rojo/morado.

) ) ) Formacion de anillo morado en la
Molisch Carbohidratos/Saponinas |
interfase.

6.3  Ensayo biologico

6.3.1 Material bioldgico

Se utilizaron cultivos axénicos de las cepas de referencia 7. vaginalis con la clave de
identificacion GT-15 para la cepa sensible a metronidazol y GT-15-R para la cepa
resistente a metronidazol, que a partir de este momento se denominaran TV-S-MTZ y TV-
R-MTZ respectivamente. Ambos cultivos fueron proporcionados por el Laboratorio de
Parasitologia y Farmacognosia del Centro de Investigaciones Biomédicas del Noreste,

IMSS (CIBIN).
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6.3.2 Preparacion del medio TYI-S-33

El medio Tripticasa, extracto de levadura, suero-hierro (Trypticase, yeast extract, iron-
serum, TYI-S-33) fue preparado segiin la metodologia descrita por Suleiman y Ralston
(2022). El medio fue adicionado con 10 % de suero bovino adulto para obtener un medio

completo, previamente esterilizado el suero mediante un filtro de jeringa de 0.22 um

(Millex-GV).

6.3.3 Mantenimiento del cultivo

Los cultivos de T vaginalis susceptible a metronidazol se mantuvieron en medio completo
TYI-S-33, mientras que la cepa resistente se mantuvo en medio TYI-S-33 adicionado con
metronidazol (100 pg/mL) (TYI-S-33-MTZ). Los cultivos fueron analizados con la ayuda
de un microscopio invertido (Figura 12), y se ajusto el in6culo mediante la técnica de
conteo en camara de Neubauer a 1 X 10° trofozoitos/mL. Posteriormente, una alicuota de
0.02 mL del in6culo de los trofozoitos fue inoculada en 5 mL de medio TYI-S-33/TYI-S-
33-MTZ. El cultivo se mantuvo en incubacion a 36.5 + 0.5 °C durante 48 h previo a su

uso (Elizondo-Luevano et al. 2020).

Figura 12. Cultivo de trofozoitos de 7. vaginalis observados bajo un microscopio invertido (10x).
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6.3.4 Ensayo in vitro de la actividad tricomonicida de los extractos metandlicos
elaborados a partir de A. lechuguilla, B. scordioides y P. americana var. drymifolia

La actividad tricomonicida de los extractos metandlicos fue evaluada mediante la técnica
de micro ensayo. El ensayo biologico se realizd6 en micro viales conicos de 1 mL
(Wheaton) con un inéculo ajustado a 1 X 10° trofozoitos/mL y el extracto, particiéon o
fraccion a 150 pg/mL. El ensayo se mantuvo en incubacion a 36.5 °C durante 24 h.
Posteriormente, el nimero de trofozoitos se determiné mediante el método de conteo en
camara de Neubauer (Neubauer, Hausser Scientific, Horsham, Pensilvania, EE. UU.)
(Figura 13) para calcular el porcentaje de inhibicion de cada extracto. Para lo cual, se
realiz6 una dilucidn del contenido de cada vial con formalina en proporcidon 9:1. Se utilizo
metronidazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MUS, EE. UU.) (0.19 pg/ml) como control
positivo y el cultivo de T vaginalis sin tratamiento como control negativo. Los resultados
se expresaron en porcentaje de inhibicion del crecimiento de los cultivos tratados en
contraste con los de los controles no tratados. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado (Bazaldtia-Rodriguez et al. 2021).

Figura 13. Trofozoitos de 7. vaginalis observados mediante un microscopio 6ptico analizados en camara de

Neubauer. A) 10x (trofozoitos indicados en el circulo rojo) y B) 40x (trofozoitos sefialados con flechas).
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6.3.5 Determinacion de la Clso

Para determinar la Clso de los extractos crudos, particiones y fracciones, se prepararon
diluciones seriadas del extracto metanolico crudo concentrado a 150, 75, 37.5, 18.75 y
9.37 ug/mL. Se realizaron ensayos por triplicado en micro viales conicos de 1 mL
(Wheaton) adicionando el indculo a 1 x 10° trofozoitos/mL y el extracto, particion o
fraccion a las concentraciones preparadas. El ensayo se mantuvo en incubacion a 36.5 °C
durante 24 h. Posteriormente, el nimero de trofozoitos se determind mediante el método
de conteo en camara de Neubauer (Neubauer, Hausser Scientific, Horsham, Pensilvania,
EE. UU.). Se utilizo metronidazol (0.19 pug/mL) como control positivo y el cultivo de T.

vaginalis sin tratamiento como control negativo (Mata-Cardenas et al. 2008).

6.3.6 Evaluacion de las concentraciones citotoxicas al 50% (CCso) sobre la linea
celular Vero

La linea celular Vero (Figura 14) fue utilizada para evaluar el efecto citotoxico de los
extractos. Los cultivos celulares se mantuvieron en medio Eagle modificado por Dulbecco
(D-MEM/F-12; Life Technologies), enriquecido con suero fetal bovino (SFB; Life
Technologies) al 10% y una solucion antibidtica-antifungica (penicilina-estreptomicina)
al 1% (Life Technologies) denominado como medio completo. Las células se incubaron a

37 °C con una atmosfera de CO: al 5% (Ramirez-Villalobos et al. 2021).

Para evaluar el efecto citotoxico de las fracciones con mayor actividad tricomonicida, se
realizd un ensayo de citotoxicidad mediante la técnica del ensayo colorimétrico de
reduccion de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazoliumbromida (MTT; Invitrogen,
Carlsbad, CA). Las células fueron incubadas en microplacas de fondo plano de 96 pocillos
(Corning Incorporated, Corning, NY, EE. UU.) a una densidad celular de 1 x 10 * células
por pocillo con una confluencia estimada del 90%, en medio completo, y se dejaron
incubar durante 24 h. Después del periodo de incubacion, las células fueron sometidas a
tratamiento con las fracciones a las concentraciones de 500, 250, 125, 62.5 y 31.25 pg/mL.
Se utilizaron 100 pg/mL de vincristina (Kocak Pharma, Estambul, Turquia) como control
positivo y el medio de cultivo no tratado se utilizé como control negativo. Las células se
mantuvieron en incubacion durante 48 h a 37 °C a una atmosfera de 5% de CO.. Posterior

al periodo de incubacion, se adicionaron 15 pL de MTT por pocillo, el tiempo de
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incubacion fue de 3 h a 37 °C. Las placas fueron decantadas y adicionadas con 80 uL de
dimetil sulféxido concentrado (DMSO; Sigma-Aldrich). La densidad optica se midi6 a
570 nm en un lector de microplacas MULTISKAN GO (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). El porcentaje de inhibicion fue determinado mediante la
Ecuacion 3 (Rodriguez-Garza et al. 2023).

Figura 14. Analisis de la viabilidad y confluencia del cultivo de la linea celular Vero. Observado mediante
un microscopio invertido con un aumento de 10x, donde se pueden observar detalles importantes sobre la

morfologia y el estado de las células.

e, L D03, Células con tratamiento
% Inhibicion del crecimiento celular = 100 — ( DOw- Células sin tratamionto 00)
570

Ecuacion 3. Formula para calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular.

Los resultados se expresaron como la concentracion citotdxica media (CCso) con un 95%

de confianza.
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6.3.7 Determinacion del indice de selectividad (IS)
El indice de selectividad de las particiones se calcul6 a través de la relacion entre la CCso

y la Clso obtenida para el microorganismo (7. vaginalis). Se emple6 la Ecuacion 4

(Rodriguez-Garza et al. 2021):

CCg, Citotoxica

Indice d lectividad =
ndice de selectivida Clsy Tricomonicida

Ecuacion 4. Formula para calcular el indice de selectividad.

6.4  Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media de la desviacion estandar (= SEM). El analisis
de varianza de una via (ANOVA) se utiliz6 para calcular la significancia estadistica de los
extractos y fracciones a varias concentraciones; después se empled la comparacion
multiple de medias con la prueba de Tukey (post-Hoc) (P < 0.05). La determinacion de
las Clso y CCsp se realizé empleando analisis Probit con un intervalo de confianza del 95
%. Los analisis se realizaron con el paquete GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EE. UU).
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7. RESULTADOS

7.1  Objetivo 1: Obtener los extractos metanolicos de Agave lechuguilla, Buddleja
scordioides y Persea americana, seleccionar los de mayor actividad inhibitoria en la
cepa susceptible de T. vaginalis y evaluar su efectividad en la cepa resistente a
metronidazol.

7.1.1 Porcentaje de rendimiento de los extractos crudos metanoélicos

La planta que presentd el mayor rendimiento fue P. americana var. drymorfilia (34.11 %),

seguida por B. scordioides (30.5 %) y A. lechuguilla (25 %) (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimiento de los extractos metanolicos obtenidos.

Municipio de Parte Rendimiento
Planta Solvente
colecta empleada (%)
A. lechuguilla Garcia A 25
B. scordioides Rayones HyPA 30.50
MeOH
P americana var.
Rayones E 34.11
drymifolia

MeOH: metanol, A: Aérea, H: hoja, PA: Parte aérea, E: exocarpio (cascara).

7.1.2 Actividad tricomonicida de los extractos metandlicos crudos de A. lechuguilla,
B. scordioides y P. americana var. drymifolia

La evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos metanolicos crudos de las tres
plantas medicinales se realiz6 a una concentracion de 150 pug/mL. A través de este analisis,
se observd que A. lechuguilla no present6 actividad significativa contra la cepa TV-S-
MTZ, por lo que fue descartada para su andlisis contra TV-R-MTZ. En contraste, B.
scordioides y P. americana var. drymifolia mostraron una mayor actividad tricomonicida
contra TV-S-MTZ, con un 74.74 % y 97.20 % respectivamente. Por lo tanto, fueron

seleccionadas para continuar con su evaluacion en TV-R-MTZ, donde se obtuvieron
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Inhibicion(%)

porcentajes de inhibicion mas bajos. En el caso de P. americana var. drymorfilia, la

actividad fue del 73.14 %, mientras que en B. scordioides fue del 57.23 % (Figura 15).

A) TV-S-MTZ. B) TV-R-MTZ.
== TvenTYlS-33 d 98d47 == TvenTY|-S-33
1009 —= wmrz0.19 ug/mL 9720 — 100-| == MTZ0.19 pg/mL
. ¥ — o d
804 == PA 74.74 80— 7314
== BS —_ =
2 c
7]
2
40+ b ‘_E 40—
28.10
N - b
? S 20 a 8.00
0.00 0.00 -
0 A I e o\ 0 I [ ]
; v
R £ &
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Extractos (150 pug/mL) O Extractos (150 pg/mL)

Figura 15. Actividad biologica de los extractos crudos metandlicos contra cepas de 7. vaginalis. A)
susceptible y B) resistente a metronidazol. Los datos son la media + SEM de los ensayos con tres replicas
independientes. Resultados expresados en porcentaje de inhibicion. Se utilizd metronidazol (MTZ) como
control positivo y 7. vaginalis (Tv) en medio TYI-S-33 como control negativo. AL: A. lechuguilla, BS: B.

scordioides y PA: P. americana. " 9 Diferencia significativa (alfa = 0.05).

7.2 Objetivo 2: Determinar la concentracion inhibitoria media (Clso) de los
extractos con mayor porcentaje de inhibicion en la cepa susceptible, y
posteriormente calcular la Clso de estos en la cepa resistente a metronidazol.

La determinacion de la Clso (Tabla 5) se realizé en los extractos metandlicos crudos que
presentaron la mayor actividad tricomonicida tanto para la cepa de TV-S-MTZ como para
la cepa TV-R-MTZ: B. scordioides y P. americana var. drymifolia. En el caso de TV-S-
MTZ, las Clso obtenidas respectivamente fueron de 87.24 y 3591 pnpg/mL,
respectivamente. Por otra parte, los resultados obtenidos contra TV-R-MTZ fueron: B.

scordioides 144.9 ng/mLy P. americana var. drymifolia 57.76 pg/mL.
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Tabla 5. Clso de los extractos metanolicos crudos para la cepa susceptible y resistente a MTZ.

Clso (ng/mL)
Extracto crudo
TV-S-MTZ TV-R-MTZ
B. scordioides 87.24 +1.016 1449 + 1.051
P americana 3591 +1.076 57.76 £ 1.011

ClIso obtenida mediante regresion no lineal Probit. Los datos son la media + SEM (error estandar de la media)
del tratamiento por triplicado. TV-MTZ-S: T. vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-R: T. vaginalis

resistente a metronidazol.

7.3 Objetivo 3: Fraccionar mediante técnicas cromatograficas los extractos que
muestren la mayor actividad inhibitoria contra T. vaginalis susceptible y evaluar su

efectividad en la cepa resistente a metronidazol.

7.3.1 Determinacion de los porcentajes de rendimiento de las particiones obtenidas
del extracto de P. americana var. drymifolia

Las particiones de B. scordioides con mayor rendimiento fueron la hidroalcoholica (0.943
g) y la de acetato de etilo (0.321 g), mientras que la particion de hexano (0.269 g) tuvo el
menor rendimiento. En el caso de P. americana var. drymifolia, las particiones de hexano
(1.054 g) e hidroalcohdlica (0.913 g) obtuvieron el mayor rendimiento, mientras que la de

acetato de etilo (0.233 g) mostr6 el menor rendimiento (Tabla 6).

7.3.2 Evaluacion de las particiones obtenidas de los extractos con mayor actividad
tricomonicida

El fraccionamiento de los extractos crudos se realizd mediante dos etapas, la primera
consistid en una extraccion liquido-liquido denominada como particionamiento, esta
extraccion se realizo a los extractos metandlicos crudos con mayor actividad contra TV-
S-MTZ y TV-R-MTZ: B. scordioides y P. americana var. drymifolia. En el caso de B.
scordioides se observo que, al ser sometida a esta separacion, sus particiones individuales

(PHX: particion hexanica, PAE: particion de acetato de etilo y POH: particién
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hidroalcohélica) presentaron una menor actividad tricomonicida en comparacion por la
exhibida por el extracto crudo, ya que las actividades obtenidas de sus particiones fueron:
PHX (24.92%), PAE (28.04%) y POH (13.48%) contra TV-S-MTZ. Por lo cual no se
procedio a realizar los bioensayos con TV-R-MTZ, por ende, en la Tabla 6 se citan como

“No determinados” (ND).

Por otra parte, en P. americana var. drymifolia, se obtuvieron particiones con un porcentaje
de inhibicion de 88.48% (hexano) y 94.05% (acetato de etilo) frente a TV-S-MTZ. Por lo
cual, se procedi6 a seguir con la evaluacion contra TV-R-MTZ, los resultados mostraron
menor actividad que los obtenidos con TV-S-MTZ: PHX exhibi6 un 27.25% mientras que
PAE present6 un 61.32% (Tabla 6).

Tabla 6. Inhibicion (%) y rendimiento de las particiones obtenidas de los extractos crudos metandlicos B.

scordioides y P. americana var. drymifolia contra T. vaginalis susceptible y resistente a metronidazol.

Inhibicion (%) 150 pg/mL
Extracto crudo | Particion | Rendimiento (g)
TV-S-MTZ | TV-R-MTZ
PHX 1.054 88.48? 27.25
P. americana PAE 0.233 94.05° 61.32
POH 0913 38.70¢ ND
PHX 0.269 24.92* ND
B. scordioides | p\p 0.321 28.04 ND
POH 0.943 13.48* ND

i N j - i L T o . A
TV-MTZ-S: T vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-R: T. vaginalis resistente a
metronidazol. PHX: Particion de hexano, PAE: Particion de acetato de etilo y POH: Particion

hidroalcohdlica. ND: No determinada. &% &% ¥ ¥ 2 Diferencia significativa (alfa = 0.05). m
mediante cromatografia en columna fase normal a las particiones que presentaron mayor
actividad tricomonicida contra TV-S-MTZ y TV-R-MTZ. De la particién de hexano de P.

americana var. drymifolia, se obtuvieron 84 fracciones (Figura 16) que fueron analizadas
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mediante la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) y agrupadas segin su Rry la
similitud de su perfil quimico, de estas se obtuvieron 8 fracciones colectivas hexanicas
(FC1-8 HX) nombradas como FC1HX (R= 0.76), FC2HX (R=0.72), FC3HX (R=0.70),
FC4HX (R= 0.6 y 10.48), FC5HX (R=0.42 y 0.37), FC6HX (R=0.34 y 0.12), FC7THX
(R=0.27 y 0.14), FC8HX (R¢= 0.08).

De la particion de acetato de etilo se obtuvieron 84 fracciones (Figura 17) que fueron
agrupadas segin su Rf y la similitud de su perfil quimico, obteniendo seis fracciones
colectivas (FC1-6 AE) nombradas como FC1AE (Rf=0.77), FC2AE (Rf=0.68), FC3AE
(Rf=0.44), FC4AE (Rf=0.32), FC5AE (Rf=0.06), FC6AE (Rf=0.01). El resultado final

de las fracciones colectivas y su andlisis quimico se detalla en la Figura 18.

7.3.3.1 Columna 1

Fracciones obtenidas de las particion de hexano

: SNERRNEE
000000909 000000000 900000000 000000000 900000000 000000000

Figura 16. CCF de las fracciones columna 1. A), C) y E) Revelado en luz UV3¢sum. B), D), F) Revelado en
camara de yodo. Eluente: cloroformo/acetato de etilo (1:1). El analisis se llevo a cabo depositando muestras

y evaluando las fracciones obtenidas cada tres unidades.
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7.3.3.2 Columna 2

Fracciones obtenidas de las particion de acetato de etilo

.!?

|
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Figura 17. CCF de las fracciones columna 2.A), C) y E) Revelado en Iuz UV3esnm. B), D), F) Revelado en
camara de yodo. Eluente: cloroformo/acetato de etilo (1:1). El analisis se llevo a cabo depositando muestras

y evaluando las fracciones obtenidas cada tres unidades.

7.3.3.3 Fracciones colectivas

Fracciones obtenidas de las particion de Fracciones obtenidas de las particion de
hexano acetato de etilo

"Nl

2 ¢ ¥ J
00000000 A, 00000000 000000 | 000000

Figura 18. CCF de las fracciones colectivas. A) fracciones colectivas obtenidas de la particion de hexano
reveladas en luz UV3esnm y B) fracciones colectivas obtenidas de la particion de hexano reveladas mediante
camara de vapores de yodo. C) fracciones colectivas obtenidas de la particion de acetato de etilo reveladas
en luz UVsesnm y D) fracciones obtenidas de la particion de acetato de etilo reveladas mediante camara de

vapores de yodo. Eluente: cloroformo/acetato de etilo (1:1).
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7.3.4 Determinacion de los porcentajes de rendimiento de las fracciones obtenidas
de las particiones de hexano y acetato de etilo de P. americana var. drymifolia

Las fracciones con mejor rendimiento obtenidas de la particién de hexano fueron FC2HX
(0.543 g), FC4HX (0.201 g) y FC3HX (0.171 g), mientras que las demas fracciones
presentaron rendimientos bajos. Por otro lado, en cuanto a las fracciones de la particion
de acetato de etilo, las de mejor rendimiento fueron FC1AE (0.060 g) y FCSAE (0.038 g),

mientras que las demads fracciones mostraron rendimientos menores (Tabla 7).

7.3.5 Evaluacion de las fracciones colectivas hexanicas y de acetato de etilo de P.
americana var. drymifolia

La evaluacion de las fracciones obtenidas de las particiones de hexano y acetato de etilo
de P americana var. drymifolia reveld que las fracciones con mayor actividad
tricomonicida contra TV-S-MTZ fueron: FC4HX (98.83 %), FCSHX (93.57 %), FC2AE
(92.88 %) y FC4AE (96.14 %). Estas fracciones fueron seleccionadas para continuar con
el andlisis de la actividad tricomonicida contra TV-R-MTZ, descartando aquellas que
mostraron una actividad menor (ND). La evaluacion de estas fracciones contra la cepa
resistente demostrd que las mas efectivas contra los trofozoitos de TV-R-MTZ fueron

FC4HX (89.06 %) y FC4AE (89.21 %) (Tabla 7).
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Tabla 7. Actividad tricomonicida y rendimientos de las fracciones colectivas obtenidas de las particiones de
hexano y acetato de etilo obtenidas de P. americana var. drymifolia contra T. vaginalis susceptible y

resistente a metronidazol.

Inhibicién (%) 150
. Fraccion Rendimiento ng/mL
Origen colectiva (2)
g TV-S- TV-R-
MTZ MTZ
FC1HX 0.021 7.32 ND
FC2HX 0.543 21.18° ND
FC3HX 0.171 24.52b¢ ND
FC4HX 0.201 98.834 89.06
Particion de hexano
FC5HX 0.042 93.574 77.90
FC6HX 0.028 10.472b¢ ND
FC7HX 0.040 8.55% ND
FC8HX 0.022 23.71b¢ ND
FC1AE 0.060 27.89V ND
FC2AE 0.034 92.88% 84.25
Particion de acetato FC3AE 0.031 59.87* ND
de etilo FC4AE 0.034 96.14" 89.21
FC5AE 0.038 54.98Y ND
FC6AE 0.014 34.12% ND

TV-MTZ-S: T. vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-R: T. vaginalis resistente a metronidazol.
ND: No determinada. FCHX: Fraccion colectiva de hexano. FCAE fraccion colectiva de acetato de etilo. *

b.¢.d.e. v W %%,z Diferencia significativa (alfa = 0.05).
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7.4  Objetivo 4: Determinar la Clso de las particiones y fracciones con mayor
porcentaje de inhibicion en la cepa susceptible, y posteriormente calcular la Clso de

estas en la cepa resistente a metronidazol.

7.4.1 Determinacion de la Clso de las particiones obtenidas del extracto metandlico
crudo de P americana var. drymifolia que presentaron la mayor actividad
tricomonicida

De las particiones obtenidas del extracto crudo metandlico de P. americana var. drymifolia
identificadas con mayor porcentaje de inhibicion contra TV-S-MTZ y TV-R-MTZ se
calculd la Clso. La particion de hexano mostré una Clso de 47.36 pg/mL contra la cepa
susceptible a metronidazol, sin embargo, debido a la significativa disminucion en la
actividad tricomonicida contra la cepa resistente (27.25 %), no se calcul6 su Clso. Por otro
lado, la particion de acetato de etilo presentd una Clso de 31.09 pg/mL frente a la cepa

susceptible, mientras que para la cepa resistente fue de 81.69 pg/mL (Tabla 8).

Tabla 8. Clso de las particiones obtenidas a partir del extracto crudo de P. americana var. drymifolia contra

T. vaginalis susceptible y resistente a metronidazol.

TV-S-MTZ TV-R-MTZ
Extracto crudo Particion
Clso (ng/mL)
PHX 4736 £1.051 ND
P. americana var. drymifolia PAE 31.09+1.035 | 81.69+1.037
POH ND ND

TV-MTZ-S: T. vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-R: T. vaginalis resistente a metronidazol.
PHX: Particion de hexano, PAE: Particién de acetato de etilo y POH: Particion hidroalcoholica. ND: No
determinada. CI5S0 obtenida mediante regresion no lineal Probit. Los datos son la media =+ SEM del

tratamiento por triplicado.
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7.4.2 Determinacion de la Clso de las fracciones obtenidas de las particiones de
hexano y acetato de etilo de P americana var. drymifolia que presentaron la mayor
actividad tricomonicida

Las fracciones identificadas con mayor actividad tricomonicida fueron FC4HX y FC4AE
(Tabla 9), obteniendo una Clso de 31.44 y 30.25 pg/mL contra TV-S-MTZ y por otra parte

contra TV-R-MTZ se obtuvo 54.46 y 47.23 ug/mL respectivamente.

Tabla 9. Cls de las fracciones colectivas obtenidas de las particiones de hexano y acetato de etilo contra T

vaginalis susceptible y resistente a metronidazol.

TV-S-MTZ TV-R-MTZ
Fraccion
Clso (ng/mL)
FC4HX 3144 £ 1.111 54.46 +£1.109
FC4AE 30.25+1.032 4723 +1.035

Clso obtenida mediante regresion no lineal Probit. Los datos son la media = SEM del tratamiento por
triplicado. TV-MTZ-S: T vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-R: T. vaginalis resistente a
metronidazol. ND: No determinada. FCHX: Fraccion colectiva de hexano. FCAE fraccion colectiva de

acetato de etilo.

7.5  Objetivo 5: Determinar la actividad citotdxica de las fracciones que presenten
la mayor actividad inhibitoria contra la cepa de T. vaginalis susceptible y resistente
a metronidazol en la linea celular Vero.

El analisis de citotoxicidad (Figura 19) se realizo a las fracciones que presentaron mayor
actividad contra TV-S-MTZ y TV-R-MTZ (FC4HX y FC4AE). En la figura 20 se muestra
un grafico con el porcentaje de viabilidad celular obtenido correspondiente al tratamiento
con las fracciones a diferentes concentraciones. La Tabla 10 muestra la CCso obtenida para

cada una de las FC, asi como el IS calculado para fraccion colectiva y cepa.
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FC4HX y FC4AE fueron clasificadas como citotoxicas para la linea celular Vero,
aplicando el rango de citotoxicidad establecido por Osorio et al. (2007) y Rios et al.
(2008), quienes indican que los extractos se clasifican como: altamente citotoxicos (CCso
<10 pg/mL), citotoxicos (CCso > 10 < 100 pg/mL), moderadamente citotoxicos (CCso >
100 < 1000 pg/mL) y potencialmente no citotoxicos (CCso>1000 png/mL). Por otro lado,
las fracciones fueron clasificadas como no selectivas en la linea celular sana, en este

estudio frente a la linea Vero, debido a que presentaron un IS menor a 10 (Rios et al. 2008).

Figura 19. Evaluacion de la actividad citotoxica sobre células Vero utilizando el método de MTT. A) Cultivo
celular en medio D-MEM/F-12. B) Ensayo de citotoxicidad de la linea celular tratada con fracciones y

afiadido de MTT.
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Viabilidad (%)
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Figura 20. Viabilidad de la linea celular Vero. A) Tratadas con FC4HX y B) Tratadas con FC4AE. Los datos
son la media = SEM de los ensayos por cuadruplicado. Resultados expresados en porcentaje de viabilidad.
Se utilizé la linea celular vero sin tratamiento en medio DME-M/F-12 como control positivo. » ® ¢ ¢

Diferencia significativa (alfa = 0.05).

Tabla 10. Concentracion citotoxica media (CCsp) e indice de selectividad (IS) de las fracciones colectivas:

FC4HX y FC4AE en linea celular Vero.

TV-S-MTZ | TV-R-MTZ
Fraccion colectiva CCso Linea Vero (ng/mL)

IS

FC4HX 34.62 + 1.091 1.10 0.63

FC4AE 41.09 +1.083 1.35 0.86

CCs obtenida mediante regresion no lineal Probit. Los datos son la media = SEM de los tratamientos por
duplicado. FC4HX: Fraccion colectiva 4 obtenida de la particion de hexano. FC4AE: fraccion colectiva 4

obtenida de la particion de acetato de etilo. TV-MTZ-S: T. vaginalis susceptible a metronidazol. TV-MTZ-

R: T vaginalis resistente a metronidazol.

45



7.6 Objetivo 6: Caracterizar parcialmente la composicién quimica de las
fracciones con mayor actividad inhibitoria contra la cepa susceptible y resistente a

metronidazol mediante pruebas fitoquimicas.

7.6.1 Caracterizacion Fitoquimica de la fraccion colectiva cuatro obtenida de la
particion de hexano (FC4HX)

Los resultados de la evaluacion del perfil fitoquimico de FC4HX evidenciaron la presencia
de cumarinas, sesquiterpenos, dobles enlaces, triterpenos, carbohidratos y saponinas. Los
resultados para la presencia o ausencia de cada compuesto se detallan en la Tabla 11 y los

resultados visuales de las pruebas colorimétricas se muestran en la Figura 21.

7.6.2 Caracterizacion Fitoquimica de la fraccion colectiva cuatro obtenida de la
particion de acetato de etilo (FC4AE)

Los resultados de la evaluacion del perfil fitoquimico de FC4AE evidenciaron la presencia
de xantofilas, triterpenos, carbohidratos y saponinas. Los resultados para la presencia o
ausencia de cada compuesto se detallan en la Tabla 11 y los resultados visuales de las

pruebas colorimétricas se muestran en la Figura 22.
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Tabla 11. Analisis fitoquimico de las fracciones con mayor actividad tricomonicida.

Prueba Grupo de metabolitos FC4HX FC4AE
NaOH 10% Cumarinas + -
Baljet Sesquiterpenos + -
Beayer Dobles enlaces + -
HCl Xantofilas - +
Esteroles - -

Lieberman-Burchard

Triterpenos + +
Shinoda Flavonoides - -
Molisch Carbohidratos/Saponinas + +

FC4HX: fraccidn colectiva hexanica 4. FC4AE: fraccion colectiva 4 de acetato de etilo.

Analisis fitoquimico de FC4HX

Figura 21. Resultado de las pruebas fitoquimicas de FC4HX. A) Baljet, B) Liebermann- Burchard, C)
Shinoda, D) Beayer, E) Molisch, F) Xantofilas y G) Cumarinas.

Analisis ﬁtoquimico de FC4AE

B‘f | ﬂ E R |

|

Figura 22. Resultado de las pruebas fitoquimicas de FC4AE. A) Baljet, B) Liebermann- Burchard, C)
Shinoda, D) Beayer, E) Molisch, F) Xantofilas y G) Cumarinas.
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8. DISCUSION

En la presente investigacion se evalud la actividad antiparasitaria de tres plantas colectadas en
los municipios de Garcia y Rayones del estado de Nuevo Leon, México: A. lechuguilla, B.
scordioides y P. americana contra las cepas de 7. vaginalis susceptible y resistente a

metronidazol (TV-S-MTZ y TV-R-MTZ).

Mediante el andlisis de los extractos metanolicos crudos, se identificaron dos plantas con
actividad significativa contra la cepa de TV-S-MTZ: B. scordioides y P. americana var.
drymifolia. Mismas que fueron seleccionadas para continuar con el proceso de aislamiento
biodirigido. Por otro lado, la evaluacion de A. lechuguilla mostré que esta planta no posee
actividad significativa contra dicha cepa, por lo que fue descartada para continuar con el
analisis de bioactividad y separacion. El extracto metanolico crudo de B. scordioides no
muestra actividad relevante contra TV-R-MTZ ya que fue obtenida una Clso de144.9 pg/mL,
sin embargo, contra TV-S-MTZ present6 una Clso de 87.24 pg/mL. La actividad bioldgica del
extracto de B. scordioides no ha sido reportada contra 7. vaginalis, sin embargo, en el estudio
realizado por Debenedetti et al. (2002), se evalud la actividad antiparasitaria del género
Buddleja spp con otros parasitos como Plasmodium falciparum a partir de extractos
metanodlicos de las especies B. globosa y B. tacumanensis reportando una Clsode 6.2 y 17.8
ng/ mL respectivamente. Su Clso fue menor a la reportada en este trabajo. Aunque la especie
evaluada en esta investigacion fue distinta, se puede destacar que existe diferencia en la
actividad exhibida por distintas especies de un mismo género. Esto puede deberse a que la
biosintesis de metabolitos secundarios presentes en distintas poblaciones de una misma especie
vegetal se produce generalmente en respuesta a las condiciones ambientales y factores de
estrés. Algunos factores que ocasionan variaciones en los metabolitos de especies individuales
de una misma planta se asocian a cambios fenoldgicos, adaptacion y diferencias genéticas

(Motta et al. 2019).

Del particionamiento de B. scordioides, se obtuvieron tres particiones hexano (24.92%), acetato
de etilo (28.04%) e hidroalcohdlica (13.48%). Estas particiones mostraron una pérdida
significativa del porcentaje inhibitorio contra la TV-S-MTZ. Esto puede deberse a que la
actividad de los extractos botanicos puede ser resultado de un efecto sinérgico, aditivo o

antagonista de una mezcla de metabolitos y al fraccionar la mezcla se pierde la actividad
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(Caesar y Cech 2019). Existen otras explicaciones para la disminucion de la actividad biologica
de los extractos, como la adsorcion irreversible de los fitoquimicos a la empaquetadura de la
columna (Qiu et al. 2013), por lo que se descartaron para continuar con el fraccionamiento

dirigido por bioactividad.

El extracto metandlico crudo de P. americana var. drymifolia mostro la mejor actividad
tricomonicida contra las cepas TV-S-MTZ y TV-R-MTZ, obteniendo una Clso de 35.91 y 57.76
png/mL respectivamente. La actividad tricomonicida de la cascara de P. americana no ha sido
reportada previamente. No obstante, Jiménez-Arellanes et al. (2013) reportaron actividad
bioldgica contra 7. vaginalis en los extractos cloroformico y etandlico elaborados a partir de

las semillas del fruto, con Clso de 0.524 y 0.533 pg/mL respectivamente.

Con base en estos resultados, se decidid continuar con el particionamiento del extracto
metanolico crudo de P. americana var. drymifolia, obteniéndose tres particiones. De las cuales,
la particion de hexano y acetato de etilo presentaron la mayor actividad tricomonicida, con Clso
de 47.36 y 31.09 png/mL, respectivamente, contra la cepa TV-S-MTZ. Al ser evaluadas con TV-
R-MTZ, se observo una pérdida de la actividad en la particion de hexano, mientras que la
particion de acetato disminuyo su actividad, obteniendo una Clso de 81.69 ug/mL. Estos datos
evidencian que la actividad tricomonicida de P. americana se encuentra en los metabolitos de

baja a mediana polaridad.

De las fracciones colectivas, se identificd actividad contra la cepa de TV-S-MTZ en dos de
ellas: la FC4HX mostr6 una Clso de 31.44 pg/ mL, mientras que la FC4AE tuvo una Clso de
30.25 pg/ mL. Sin embargo, al ser evaluadas contra la cepa TV-R-MTZ, se observd una menor
actividad inhibitoria. En el caso de FC4HX, se obtuvo una Clsode 54.46 ng/ mL, y la FC4AE
presentd una Clso de 47.23 pg/ mL.

La evaluacién de los rendimientos porcentuales de las particiones y fracciones obtenidas
mostro que de las particiones obtenidas del extracto metanolico crudo de B. scordioides que
presentaron mayor rendimiento fueron la particion hidroalcohdlica (0.943 g) y la particion de
acetato de etilo (0.321 g), la de menor rendimiento fue la particiéon de hexano (0.269 g). En el
caso de las particiones del extracto metanolico crudo de P. americana, las particiones de mayor
rendimiento fueron la de hexano (1.054 g), 1a hidroalcohdlica (0.913 g) y la particién con menor

rendimiento fue la particién de acetato de etilo (0.233 g). La extraccion de fitoquimicos puede
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verse afectada por diversos factores, como el tiempo, temperatura, polaridad del disolvente de
extraccion, la concentracion y la técnica de aislamiento empleada. Estos factores tienen un
efecto significativo en el rendimiento de la extraccion de metabolitos secundarios vy,
simultaneamente, en la actividad de los extractos obtenidos. Del mismo modo, la naturaleza
quimica de los fitoquimicos influye directamente en su extraccion a partir de la materia vegetal,

ya que dependen de la polaridad del solvente utilizado (Nawaz et al. 2020; Rafinska et al. 2019).

El andlisis fitoquimico se realizé a las fracciones que exhibieron mayor actividad biologica
(FC4HX y FC4AE) contra TV-S-MTZ y TV-R-MTZ. Las pruebas fitoquimicas realizadas en
la FC4AE resultaron positivas para xantofilas, triterpenos, carbohidratos y saponinas. Por otro
lado, la evaluacion fitoquimica de la fraccion FC4HX mostrd resultados positivos para las

pruebas de cumarinas, sesquiterpenos, dobles enlaces, carbohidratos, triterpenos y saponinas.

La presencia de cumarinas obtenida mediante este analisis concuerda con lo reportado por
Chil-Ntfiez et al. (2019), quienes reportan la presencia de escopoletina de las hojas de P.
americana Mill. Por otra parte, también se ha informado la presencia de furanocumarinas,
como la isopimpinelina, asi como hidroxicumarinas identificadas como esculina, cumarina,
esculetina y escopoletina en la cascara del aguacate de variedades de cafia, Hass y Wurtz (Lyu

et al. 2023).

La prueba positiva a xantofilas se correlaciona con la presencia de carotenoides en la cascara
del fruto, reportada por Vinha et al. (2013). Los carbohidratos podrian deberse a la presencia
de azlicares, previamente descritos en la cascara del aguacate como manoheptulosa y perseitol

(Bertling et al. 2007).

Los sesquiterpenos se han identificado en hojas y ramas del aguacate de variedad Meléndez
(Niogret et al. 2013). Ademads, (Rahman et al. 2022) evaluaron los extractos metanolicos de

cascaras de aguacate P. americana Mill y reportaron la presencia de saponinas.

En cuanto a la actividad bioldgica, los grupos de compuestos identificados presentan reportes
de actividad tricomonicida o antiparasitaria tal es el caso de Loyola et al. (2001) quienes
aislaron diterpenoides y triterpenos con dicha actividad. Por otra parte, las saponinas han sido
descritas como activas contra la viabilidad de los trofozoitos de 7. vaginalis por Rocha et al.

(2012). Las cumarinas han demostrado una potente actividad antileishmanial segiin Pierson et
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al. (2010). De igual manera, Calzada et al. (2003) identificaron un derivado del &cido
cumarinico denominado melilotoside con actividad antiprotozoaria contra E. histolytica y G.

lamblia.

Las fracciones colectivas FC4HX y FC4AE fueron clasificadas como citotoxicas para la linea
celular Vero, aplicando los rangos de citotoxicidad establecidos por Osorio et al. (2007) y Rios
et al. (2008). Aunque las fracciones muestran citotoxicidad, presentan una CCso> 200 uM
contra la linea celular Vero. Al comparar este valor con el reportado en el estudio de Rocha-
Gardufio et al. (2020), donde se reporta una CCso > 100 uM para el metronidazol frente a la
misma linea celular, se observa que las fracciones evaluadas en este estudio tienen menor

citotoxicidad que el metronidazol.

Por otro lado, las fracciones fueron clasificadas como no selectivas en la linea celular Vero,
debido a que presentan un IS menor a 10, clasificdndose como toxicos para las células. Puesto
que, un indice de selectividad mayor a 10 sugiere que existe una mayor discriminacion entre
parasitos y células sanas, lo cual reduce la probabilidad de efectos adversos causados por el
extracto (Rios et al., 2008; Sanchez-Suarez et al. 2010). Para desarrollar farmacos
antiparasitarios seguros y eficaces para humanos, es crucial evaluar tanto su eficacia como su
toxicidad, debido a las similitudes bioquimicas y moleculares entre parasitos y células
humanas. Al informar sobre la bioactividad in vitro de extractos de plantas, es fundamental
considerar su biodisponibilidad y baja toxicidad para que un extracto sea considerado como un
potencial farmaco. El IS es una herramienta clave que sirve como guia inicial para evaluar la

citotoxicidad de un farmaco en parasitos y células humanas (Wink 2012).

Es importante destacar que la actividad tricomonicida observada contra la cepa de Trichomonas
vaginalis resistente a metronidazol en este estudio representa uno de los primeros informes
sobre la efectividad de las plantas evaluadas, cuyos metabolitos secundarios bioactivos han

mostrado efectividad contra una cepa resistente a metronidazol.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio destaca la actividad tricomonicida de los extractos metanolicos crudos de las
plantas B. scordioides y P. americana var. drymifolia contra la cepa de Trichomonas
vaginalis susceptible a metronidazol. Dado que el estudio de las plantas medicinales se
basa fundamentalmente en el aislamiento dirigido por la bioactividad de los metabolitos
secundarios activos, se realizd un fraccionamiento biodirigido mediante una extraccion
liquido-liquido de los extractos metanolicos crudos mas bioactivos. Sin embargo, solo las
particiones de hexano y acetato de etilo obtenidas del extracto de P. americana var.
drymifolia mostraron una actividad significativa contra las cepas susceptibles y resistentes
a metronidazol. En el caso de B. scordioides, se observo una notable pérdida de actividad
al particionar el extracto metanolico crudo, lo cual resalta la importancia de las
interacciones entre fitoquimicos presentes en las plantas, que pueden potenciar la

actividad bioldgica o actuar de manera sinérgica o antagonica entre si.

A partir de estas particiones, se continud con el fraccionamiento por cromatografia en
columna, lo que permiti6 identificar que las fracciones FC4HX y FC4AE de P. americana
var. drymifolia poseen la mayor actividad tricomonicida contra las cepas de T. vaginalis
susceptibles y resistentes a metronidazol. No obstante, estas fracciones también mostraron
citotoxicidad en células Vero y un bajo indice de selectividad. Sin embargo, la

citotoxicidad del metronidazol es mayor que la obtenida en estas fracciones.

Ademas, el analisis fitoquimico permitié identificar presuntivamente la presencia de
grupos de compuestos en las fracciones activas. Este estudio es notable por ser uno de los
primeros reportes que documentan la actividad tricomonicida de plantas medicinales
contra una cepa de T. vaginalis resistente a metronidazol, subrayando el potencial de las

plantas analizadas como fuentes de nuevos tratamientos con potencial tricomonicida.
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10. PERSPECTIVAS

Dar continuidad al aislamiento biodirigido para la busqueda y purificacion de
compuestos bioactivos: implementando técnicas avanzadas de separacion, como
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para aislar y purificar los
compuestos mas prometedores. Asimismo, realizar pruebas de estabilidad y
reproducibilidad de la actividad tricomonicida en diferentes lotes de extractos para

garantizar consistencia en los resultados.

Realizar un analisis de los compuestos fitoquimicos presentes en las fracciones
identificadas con mayor actividad tricomonicida mediante analisis
espectroscopicos: métodos avanzados como RMN (resonancia magnética
nuclear), espectrometria de masas (MS) e infrarrojo (IR), asi como cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), para una identificacion

precisa de los compuestos bioactivos responsables de la actividad.

Realizar pruebas de sinergismo y antagonismo de particiones y fracciones para
identificar el comportamiento e interaccion de los metabolitos presentes mediante
estudios de interaccién de compuestos como: isobologramas y analisis de dosis
combinada para evaluar la sinergia o antagonismo entre los compuestos de las
fracciones mas activas. Esto permitird determinar si los metabolitos presentes

mejoran o reducen su efecto al interactuar entre si.

Ampliar el perfil de citotoxicidad de las fracciones identificadas con mayor
actividad tricomonicida evaluando otras lineas celulares sanas. Expandir los
estudios de citotoxicidad a una variedad mas amplia de lineas celulares no
cancerosas, para garantizar que los compuestos bioactivos sean seguros para
células humanas sanas. Ademads, se pueden implementar marcadores de apoptosis

y necrosis para estudiar en mayor detalle el mecanismo de toxicidad.

Realizar evaluaciones in vivo en modelo murino para comprobar la efectividad y
seguridad de los extractos para su uso farmacoldgico: Los estudios in vivo se
complementarian con evaluaciones farmacocinéticas y farmacodindmicas para

entender mejor la biodisponibilidad, metabolismo y posibles efectos adversos de
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los extractos. Del mismo modo es posible realizar estudios de dosis sub-cronicas

y seguimiento a largo plazo para establecer un perfil de seguridad robusto.

Continuar el analisis de los extractos que inicialmente no presentaron la mayor
actividad tricomonicida para corroborar si los resultados obtenidos se deben a
concentraciones suboptimas o a la necesidad de combinar estos extractos con otros
mediante pruebas de sinergismo y antagonismo. Esto permitird explorar si algunos
de los extractos menos bioactivos pueden mostrar efectos significativos bajo

condiciones especificas o en combinacion con otros compuestos bioactivos.
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