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RESUMEN

El cancer y las enfermedades parasitarias son dos de los principales retos para la
salud publica a nivel mundial. A pesar de sus diferencias etioldgicas y clinicas, ambos
padecimientos comparten una necesidad comun: el desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas eficaces y seguras. En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el potencial antitumoral y antiparasitario, tanto in vitro como in vivo, de
compuestos bioactivos aislados de plantas mexicanas con uso etnomedicinal. Para esto,
las plantas Amphipterygium adstringens, Artemisia ludoviciana, Cymbopogon citratus.
Heterotheca inuloides, Jatropha dioica, Justicia spicigera, Larrea tridentata, Mimosa
tenuiflora, Psacalium decompositum, Ruta chalepensis, Semialarium mexicanum'y Smilax
aspera fueron adquiridas en la herbolaria Pacalli. De todas ellas se obtuvieron los
extractos metandlicos crudos mediante extraccion Soxhlet. Se evalud la actividad
antitumoral in vitro de los extractos sobre células de linfoma murino L5178Y-R, utilizando
PBMC humanas como control de células sanas. Todos los extractos mostraron actividad
bioldgica; sin embargo, A. ludoviciana, J. spicigera 'y M. tenuiflora destacaron por su
citotoxicidad selectiva. A partir de sus extractos se obtuvieron las particiones con n-
hexano, cloroformo y metanol mediante extracciones Soxhlet continuas, siendo las
particiones de M. tenuiflora las que presentaron mayor actividad. Mediante
cromatografias en columna a partir de la particion hexénica se aisldé e identifico un
compuesto, sin embargo, este mostro actividad antitumoral in vitro moderada.
Paralelamente, los extractos metandlicos crudos de las 12 plantas fueron evaluados contra
larvas de Strongyloides venezuelensis y Trichinella spiralis. El extracto de R. chalepensis
presentd la mayor actividad antiparasitaria frente a ambas especies. Por ello, se obtuvieron
sus particiones con n-hexano, cloroformo y metanol, identificando la particion hexénica
como la mds activa. A partir de esta particion se aislé un compuesto puro, identificado
como chalepensina, el cual mostrd actividad antitumoral y antiparasitaria in vitro. A
continuacion, se evalud la toxicidad aguda de la chalepensina en ratones BALB/c,
determinando que una dosis de 1000 mg/kg por via intraperitoneal no induce signos de
toxicidad ni mortalidad. En el modelo murino de linfoma L5178Y-R, el tratamiento con
chalepensina a 100 mg/kg (tres dosis) redujo significativamente la tasa de crecimiento

tumoral y prolongo la supervivencia de los animales. Mientras que en el modelo in vivo
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de T spiralis, la chalepensina redujo el nimero de larvas en sus tres estadios (intestinales,
migratorias y enquistadas), siendo mas eficaz frente a las larvas intestinales. En conjunto,
estos resultados demuestran el potencial de las plantas mexicanas utilizadas en la medicina
tradicional como fuente de nuevos metabolitos bioactivos con propiedades antitumorales

y antiparasitarias prometedoras.



ABSTRACT

Cancer and parasitic diseases are among the main challenges to public health
worldwide. Despite their distinct etiological and clinical characteristics, both conditions
share a common need: the development of new, effective, and safe therapeutic alternatives.
In this context, the aim of the present study was to evaluate the in vitro and in vivo
antitumor and antiparasitic potential of bioactive compounds isolated from
ethnomedicinal Mexican plants. To this end, the plants Amphipterygium adstringens,
Artemisia ludoviciana, Cymbopogon citratus, Heterotheca inuloides, Jatropha dioica,
Justicia spicigera, Larrea tridentata, Mimosa tenuiflora, Psacalium decompositum, Ruta
chalepensis, Semialarium mexicanum, and Smilax aspera were acquired from the Pacalli
scientific herbalist. Crude methanol extracts were obtained from each species using
Soxhlet extraction. The in vitro antitumor activity of the extracts was evaluated against
murine lymphoma L5178Y-R cells, with human PBMCs used as a model of healthy cells.
All extracts exhibited biological activity; however, 4. ludoviciana, J. spicigera, and M.
tenuiflora stood out due to their selective cytotoxicity. From these extracts, n-hexane,
chloroform, and methanol fractions were obtained via sequential Soxhlet extraction, with
the M. tenuiflora fractions displaying the highest activity. A compound was isolated and
identified from the hexane fraction by column chromatography, although it exhibited only
moderate in vitro antitumor activity. In addition, the crude methanolic extracts from the
12 plants were evaluated against larvae of Strongyloides venezuelensis and Trichinella
spiralis. R. chalepensis showed the highest antiparasitic activity against both species.
Therefore, its n-hexane, chloroform, and methanol fractions were obtained, and the n-
hexane fraction was identified as the most active. From this fraction, a pure compound,
chalepensin, was isolated. Chalepensin exhibited both antitumor and antiparasitic in vitro
activity. Subsequently, its acute toxicity was evaluated in BALB/c mice, revealing that an
intraperitoneal dose of 1000 mg/kg caused no signs of toxicity or mortality. In the L5178Y-
R murine lymphoma model, treatment with chalepensin at 100 mg/kg (three doses)
significantly reduced tumor growth rate and prolonged animal survival. In the 7. spiralis
infection model, chalepensin reduced larval counts across all three stages (intestinal,

migrating, and encysted), showing the greatest efficacy against intestinal larvae. Overall,



these findings support the potential of traditional Mexican medicinal plants as a source of

novel bioactive metabolites with promising antitumor and antiparasitic properties.



1. INTRODUCCION

Dos de los principales problemas a nivel mundial son el cancer y las enfermedades
parasitarias. De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la
principal causa de mortalidad (OMS 2022a), mientras que las parasitosis representan la

infeccion mas frecuente a nivel mundial (OMS 2022b).

El cancer es serio problema de salud publica que ocasiona altas tasas de morbilidad
y mortalidad anuales; tan solo en el afio 2022 se presentaron casi 20 millones de casos y
alrededor de 10 millones de muertes a causa de esta enfermedad (Ferlay et al. 2024). Hasta
la fecha se conocen mas de 100 tipos distintos de canceres los cuales se clasifican segiin

el tipo de célula que inicialmente se vio transformada (Koya y Ibrahim 2025).

Dentro de los tipos de cancer que mas muertes al afio ocasionan se encuentra el
linfoma no Hodking, ocupando el décimo primer lugar a nivel mundial en el 2022 con
58,667 defunciones y 331,722 casos (Ferlay et al. 2024). Los linfomas se originan a partir
de linfocitos T y B o células NK, y generalmente provocan un agrandamiento de los
ganglios linfaticos. Sin embargo, también se producen en el pancreas, la médula 6sea y
otros tejidos (Sung et al. 2021). En la mayoria de los tipos de cancer, la quimioterapia es
el tratamiento de eleccion, no obstante, la aparicion de células cancerosas resistentes ante
los agentes quimioterapéuticos (Cui et al. 2020), asi como los graves efectos secundarios
que generan en los pacientes tales como mielosupresion, anemia, toxicidad renal,
toxicidad hepatica y toxicidad cardiaca, hace imperativa la busqueda de nuevos farmacos

que sean mas eficaces y menos toxicos para los pacientes (Zhang et al. 2018).

Los nematodos parasitos son un importante problema de salud publica en todo el
mundo y afectan a alrededor de dos mil millones de personas, principalmente en paises en
desarrollo (Liu et al. 2020). Trichinella spiralis es un nematodo zoonotico transmitido por
consumo de musculatura infectada que tiene una incidencia anual de aproximadamente
10,000 personas y se calcula ha afectado alrededor de 11 millones de personas en todo el
mundo (El-Kady et al. 2022). Las personas adquieren este nematodo al consumir carne de
cerdo y otros omnivoros cruda o poco cocida que contiene larvas (Troiano y Nante 2019),
desarrollando una enfermedad conocida como triquinelosis. Esta muestra dos formas
clinicas, la gastrointestinal y la sistémica (Pavel etal. 2023). Durante la fase
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gastrointestinal, los pacientes presentan dolor abdominal, diarrea, nduseas y vomitos.
Posteriormente, durante la fase sistémica, las larvas ingresan al sistema linfatico y al
torrente sanguineo, llegando a la fibra muscular de los musculos esqueléticos, el miocardio
y tejidos cerebrales. Se produce fiebre, miositis, mialgias, edema periorbitario, miocarditis
y encefalitis. La infeccion puede ser mortal en personas infectadas con un gran numero de

larvas (Bai et al. 2022).

Hasta la fecha, los derivados del benzimidazol como el albendazol, el mebendazol,
el flubendazol y el tiabendazol son los principales antihelminticos utilizados para el
tratamiento de esta enfermedad. Sin embargo, tienen un efecto nulo contra las larvas
enquistadas en la musculatura (El-Wakil et al. 2023). Por lo tanto, es necesaria la busqueda

de un tratamiento eficaz contra esta enfermedad.

Aunque el cancer y las parasitosis son dos enfermedades totalmente distintas,
ambas comparten un factor comun: la busqueda de nuevos tratamientos. También ocurre
que algunos farmacos como los inhibidores de la polimerizacién de la tubulina son
eficaces tanto en algunos canceres como en algunos helmintos como es el caso de los
benzimidazoles. En este contexto, las plantas son una importante fuente de metabolitos
con diversas propiedades bioldgicas que pueden ser utilizados como principios activos
para el tratamiento de diversas enfermedades (Wang et al. 2020). El uso de plantas
medicinales data desde la antigiiedad, y la OMS reconoce su importante valor (OMS
2013). Asimismo, en los ultimos afios se ha demostrado que los metabolitos secundarios
de las plantas, como flavonoides, alcaloides, terpenoides, saponinas, entre otros, son
importantes fuentes de potentes agentes antitumorales y antiparasitarios (Dutt et al. 2019;

Maestrini et al. 2020).

Meéxico por su posicion biogeografica posee una gran biodiversidad vegetal y mas
15 millones de mexicanos utilizan la etnomedicina ancestral basada en plantas para tratar
algiin padecimiento (Rodriguez-Hernandez et al. 2022). En el pais existen mas de 4,500
plantas que han sido utilizadas tradicionalmente para tratar diversos padecimientos,
incluido el cancer y las parasitosis (Cruz-Pérez et al. 2021). Por estas razones, las plantas
mexicanas etnomedicinales son candidatas ideales para buscar nuevos agentes

antitumorales y antiparasitarios.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del cancer

Céncer es un término general que se refiere a las enfermedades en las que las
células trasformadas se dividen rapidamente y sin control, pudiendo invadir otros tejidos
através del sistema sanguineo y linfatico. Otros términos utilizados para referiste al cancer
son tumores malignos o neoplasias (Brown et al. 2023). Este es un serio problema de salud
publica que ocasiona altas tasas de morbilidad y mortalidad anuales (OMS 2022a); tan
solo en el afo 2022 se presentaron 19 976 499 casos nuevos y 9 743 832 muertes a causa

de este complejo de enfermedades (Ferlay et al. 2024).

Las estrategias de tratamiento del cancer convencionales mas recomendadas
incluyen la reseccion quirtirgica de los tumores seguido de radioterapia con rayos X o
quimioterapia segin cada caso. De estas modalidades, la intervencion quirdrgica es mas
eficaz en una etapa temprana de la progresion de la enfermedad (Debela et al. 2021). Sin
embargo, tiene las desventajas que los tejidos u 6rganos sanos pueden resultar danados y
que el cancer con metastasis, asi como los tumores pequefios que no son visibles no
pueden ser eliminados (Wellington 2015). Por otra parte, la radioterapia es una modalidad
de tratamiento importante que reduce los tumores, sin embargo, puede danar células,
organos y tejidos sanos (Debela et al. 2021). Por tiltimo, la quimioterapia es un tratamiento
sistémico, lo que significa que los farmacos circulan por todo el cuerpo para llegar a las
células cancerosas, sin importar donde se encuentren (Wellington 2015). No obstante,
todos los agentes quimioterapéuticos también dafian las células sanas, especialmente las
células que se dividen y crecen rapidamente (Debela et al. 2021) provocando graves
efectos adversos como nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad, cardiotoxicidad,
entre otros (van den Boogaard et al. 2022). Asimismo, la quimioterapia se ve afectada por
la resistencia que generan las células contra los fArmacos, la cual que puede ser extrinseca
o intrinseca. La resistencia extrinseca ocurre cuando las células cancerosas desarrollan
mutaciones en respuesta al tratamiento, lo que neutraliza la eficacia del farmaco. Mientras
que la resistencia intrinseca, también llamada primaria, se refiere a cuando las células

cancerosas no responden a la inmunoterapia desde el principio (Romani 2022).



2.2. Linfoma

Los linfomas clasicamente se han dividido en dos categorias principales: linfoma
de Hodgkin (LH) y linfoma no Hodgkin (LNH), los cuales se subdividen posteriormente
con base en el tipo celular implicado y las caracteristicas histopatoldgicas observadas
(Garcés et al. 2021). En el 2022, en el mundo el LNH ocupé el décimo primer lugar de
incidencia dentro de todos los tipos de cancer, con 553,389 casos, asi como el décimo
tercer lugar de mortalidad con 250,679 defunciones. Por otra parte, el LH ocup¢ el
vigésimo octavo lugar de incidencia con 82,469 casos y el trigésimo lugar de mortalidad
con 22,733 defunciones (Ferlay et al. 2024). Por otra parte, durante este mismo afio en
Meéxico el LNH ocup6 el séptimo lugar de incidencia con 9,000 casos, asi como el décimo
segundo lugar de mortalidad con 3,223 defunciones, mientras que el LH ocupd el
vigésimo lugar de incidencia con 2,341 y el vigésimo quinto lugar de mortalidad con 659

defunciones (Ferlay et al. 2024).

El LH se origina a partir de un linfocito B que se encuentra en proceso de
maduracion o activacion dentro de un ganglio linfatico. En este contexto, dicho linfocito
presenta una alteracion genética que afecta los mecanismos responsables de la produccion
de anticuerpos, lo que impide su funcionamiento normal y, por ende, debe desencadenar
su eliminacion mediante apoptosis en condiciones fisiologicas. No obstante, en algunos
casos, por causas aun no completamente esclarecidas, estas células experimentan
modificaciones genéticas adicionales que les permiten evitar la muerte celular
programada, eludir la vigilancia inmunologica y proliferar descontroladamente dentro del
tejido linfoide (Alvarez-Vera et al. 2023) Por otro lado, el LNH se distingue del LH tanto
por sus manifestaciones clinicas como por la ausencia de células de Reed-Sternberg y la
falta de expresion de los marcadores inmunohistoquimicos CD15 y CD30 en los analisis
histolégicos (Thandra et al. 2021). En cuanto a su incidencia, en el LH hay dos picos de
incidencia: un primer pico en el grupo de edad de 15 a 34 afios y un segundo pico después
de los 55 afios, siendo raro en nifios menores de 10 afios (Rénard et al. 2022). Por su parte,

el LNH presenta su mayor incidencia en personas mayores a 65 afios (Thandra et al. 2021).

De forma habitual, el tratamiento del linfoma esta basado en el uso de

quimioterapia sola o en conjunto con radioterapia. En este tipo de cancer, en los pacientes
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mayores de 60 afios la quimioterapia esta asociada al desarrollo de otras neoplasias, asi
como la aparicion de graves efectos adversos, por lo que ciertos agentes
quimioterapéuticos han sido desaconsejados en este grupo de pacientes (Garcés et al.
2021). Es importante mencionar que, ademas de la quimioterapia y radioterapia, existen
otras opciones de tratamiento dirigido a las células trasformadas para los pacientes con
linfomas, tales como la inmunoterapia, la terapia con células madre, e inclusive la
reseccion quirdrgica podrian estar indicadas en algunos casos particulares (Garcés et al.
2021). No obstante, a pesar de los avances en los nuevos tratamientos, aproximadamente

la mitad de los pacientes con linfoma fallecen (Pérez-Zuiiga et al. 2018).

2.3. Generalidades de las enfermedades parasitarias

Los parasitos se pueden clasificar en tres grandes grupos: artropodos, protozoos y
helmintos. Los artrépodos, como garrapatas, acaros de la sarna y piojos, habitan
mayoritariamente en la superficie del hospedador. Los protozoos son organismos
unicelulares y microscopicos, como Trypanosoma cruzi con localizaciones en cavidades
y en organos internos. Los helmintos son organismos multicelulares, algunos de los cuales
pueden observarse a simple vista en su fase adulta, como Ascaris lumbricoides. A su vez,
los helmintos que afectan al hombre se dividen morfolégicamente en los siguientes tres

grupos principales: nematodos, cestodos, trematodos (Sanchez-Vega 2023).

Los parasitos son una causa importante de enfermedades humanas en todo el
mundo. La gravedad clinica y el resultado de la enfermedad parasitaria a menudo
dependen del estado inmunologico del hospedador. El hombre se protege de los parasitos
utilizando una variedad de defensas, incluida la inmunidad no especifica, mecanismos
innatos y mecanismos inmunoldgicos adaptativos. En general, los helmintos provocan una
respuesta protectora en el hospedador de los linfocitos Th2 con produccion de IgE,
eosinofilia y mastocitosis. Contra los protozoos desencadena una respuesta inmunitaria
humoral o celular que generalmente no se asocia con la eosinofilia. Las condiciones que
afectan el sistema inmunolédgico del hospedador, como las inmunodeficiencias primarias
o adquiridas, la administracion de tratamientos inmunosupresores, la desnutricion o la

asplenia, aumentan la susceptibilidad a infecciones parasitarias y a las complicaciones
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asociadas a estas enfermedades. Los neonatos, los ancianos y aquellos individuos con
enfermedades cronicas también pueden correr un mayor riesgo de contraer o sufrir graves

consecuencias de infecciones parasitarias (Theel y Pritt 2016).

2.4. Trichinella spiralis y triquinelosis

Trichinella spiralis es un parasito perteneciente al filo Nematoda, responsable de
la mayoria de las infecciones por triquinelosis el hombre, enfermedad que presenta una
prevalencia estimada de 11 millones de casos en el mundo (El-kady et al. 2022). Ademas
de las personas, 7. spiralis puede infectar a la mayoria de los mamiferos carnivoros y
omnivoros (Bintsis 2017). El hombre se infecta principalmente al consumir la carne de
estos animales infectados cruda o poco cocida, siendo la principal fuente de infeccion la
carne de cerdo, jabali, 0so y caballo (Troiano y Nante 2019). Por esta razon, se recomienda
cocinar los productos derivados del cerdo a una temperatura interna minima de 76.7 °C o
tratar por congelacion a 20 °C bajo cero durante al menos 20 dias, con el fin de garantizar

la inactivacion del parésito (Bintsis 2017).

Los vermes adultos miden entre 1.4 y 1.8 mm y se alojan en sincitios formados por
los enterocitos del intestino delgado del hospedador, donde machos y hembras se aparean.
Las hembras liberan larvas de primer estadio (L1) en el torrente sanguineo, que luego
migran hasta las fibras musculares, donde se enquistan. Las L1 enquistadas pueden
permanecer viables por largos periodos de tiempo. Los sintomas derivan principalmente
del proceso de migracion y enquistamiento, lo que provoca dolor, fiebre, edema, trastornos
neurologicos, e incluso puede ser fatal. Los nematodos adultos residen en el epitelio de la
mucosa del duodeno y yeyuno, donde sobreviven hasta 8 semanas antes de ser expulsados.
Durante este tiempo, las hembras pueden liberar alrededor de 1,500 L1 en el torrente
sanguineo, que se dispersan por el cuerpo hasta alojarse en las fibras musculares
esqueléticas, donde pueden sobrevivir varios afios. En el musculo esquelético, las L1 una
vez se asientan desarrollan una infiltracion inflamatoria, se forma una capsula fibrosa que
finalmente se calcifica entre los 6 y 18 meses posteriores a la infeccion. Las larvas
enquistadas pueden permanecer viables hasta 10 afios y son liberadas por las enzimas

estomacales del nuevo hospedador tras la ingestion de carne infectada. Una vez ingerida
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carne contaminada las L1 son liberadas y en el duodeno entran en los enterocitos donde
inducen la formacion de sincitios. Dentro de ellos se suceden varias mudas a L2, L3 y

preadulto en el plazo de una semana para finalmente aparecer como adultos (Bintsis 2017).

Hasta la fecha, los derivados del benzimidazol como el albendazol, el mebendazol,
el flubendazol y el tiabendazol son los principales antihelminticos utilizados para el
tratamiento de la triquinelosis. Sin embargo, tienen un efecto limitado sobre las L1
circulantes y casi nulo en las que ya estan enquistadas (El-Wakil et al. 2023). Esto esta
potencialmente relacionado con su baja biodisponibilidad (ElGhannam et al. 2023). Sin
embargo, los efectos adversos, las tasas de curacion variables y la limitada informacion
sobre su seguridad en mujeres embarazadas, lactantes y nifios menores de cinco afos,
suelen traducirse en una menor adherencia al tratamiento y en un uso no recomendado por

parte de los pacientes (Buonfrate et al. 2022).

2.5. Strongyloides stercoralis y estrongiloidiasis

Strongyloides stercoralis es un helminto transmitido por el suelo que infecta a entre
100 y 370 millones de personas en todo el mundo, con una prevalencia particularmente
alta en paises tropicales y subtropicales, donde se estima que hay focos con prevalencias
entre el 10% y el 40% de la poblacion afectada (Mirzaei et al. 2021). No obstante, algunas
estimaciones mas recientes elevan esta cifra a mas de 600 millones de personas infectadas
globalmente (Buonfrate et al. 2020). La transmision ocurre principalmente mediante la
penetracion de larvas filariformes infectantes a través de la piel humana al entrar en
contacto con suelos contaminados, por autoinfeccion, o, con mucha menor frecuencia, por

la ingestion de alimentos o agua contaminados (Luvira et al. 2022a).

El ciclo de vida de S. stercoralis inicia cuando las larvas filariformes penetran la
piel del hospedador y migran a través del torrente sanguineo hacia los pulmones. Desde
alli ascienden por el arbol respiratorio, son deglutidas y finalmente alcanzan el intestino
delgado y se alojan en la mucosa, donde maduran en hembras adultas capaces de
reproducirse por partenogénesis (Luvira et al. 2022b). A diferencia de la mayoria de los

helmintos, esta especie presenta un ciclo autoinfectivo tnico que le permite persistir
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durante décadas en el hospedador, lo que da lugar a infecciones cronicas y presenta
importantes desafios terapéuticos (Karanam L et al. 2021). Este parésito también tiene la
posibilidad de desarrollarse en el suelo desde larva infectiva del tercer estadio (L3) a
adultos macho y hembra fértiles que eliminan huevos que eclosionan y dan larvas de

primer estadio (L1), sucesivamente segundo estadio (L2) y finalmente a L3 infectivas.

Las manifestaciones clinicas de la estrongiloidiasis son variables. Hasta un 70%
de los individuos con infeccion crénica pueden permanecer asintomaticos, siendo la
eosinofilia persistente uno de los pocos indicadores clinicos (Yeh et al. 2023). En los casos
sintomaticos, los pacientes suelen presentar quejas gastrointestinales y respiratorias leves,
asi como una erupcion cutanea caracteristica conocida como larva currens (Gordon et al.
2024). En personas inmunocompetentes, la infeccion puede ser leve o incluso pasar
inadvertida; sin embargo, en individuos inmunocomprometidos puede evolucionar hacia
formas clinicas graves como el sindrome de hiperinfestacion o la estrongiloidiasis
diseminada, cuadros que pueden ser fatales debido al ciclo autoinfectivo del parasito, con

tasas de mortalidad que alcanzan hasta el 95% (Ashiri et al. 2021; Koshy 2021).

En la actualidad, la estrongiloidiasis es considerada una de las helmintosis mas
desatendidas y dificiles de controlar y erradicar (Eslahi et al. 2021). El tratamiento de
eleccion es la ivermectina, debido a su eficacia superior frente a las formas adultas y
larvarias del parasito. No obstante, tiene eficacia limitada al utilizarse cuando esta presente
el sindrome de hiperinfecion o estrongiloidosis diseminada en pacientes
inmunocomprometidos. Se han reportado toxicidades graves asociadas con el uso de dosis
elevadas de ivermectina (Czeresnia y Weiss 2022). Como segunda linea terapéutica se
utiliza el albendazol, cuya eficacia es menor y se dirige principalmente contra los parasitos
adultos. El tiabendazol también ha sido empleado, aunque su uso ha disminuido debido a
los frecuentes efectos adversos gastrointestinales (Nutman 2017). A pesar de la
disponibilidad de estos farmacos, las tasas de curacion inconsistentes y la falta de datos
sobre su seguridad en mujeres embarazadas, lactantes y nifios menores de cinco afios han
contribuido a una baja adherencia al tratamiento y desincentivado su uso (Buonfrate et al.

2022).
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Asimismo, la ivermectina ha sido ampliamente utilizada en programas de
administracién masiva de medicamentos para el control de la oncocercosis y la filariosis
linfatica. Esta exposicion intensiva ha generado preocupacion por la posible aparicion de
resistencia al farmaco, fendmeno ampliamente documentado en veterinaria, pero ain no
confirmado en infecciones humanas (Henriquez-Camacho et al. 2025). Ante esta posible

amenaza, es imperativo desarrollar nuevas alternativas terapéuticas.

Para el estudio de S. stercoralis, se emplea habitualmente S. venezuelensis como
modelo experimental, debido a sus similitudes morfologicas, fisiologicas y de ciclo de
vida, asi como por su capacidad de infectar roedores, lo que facilita su manejo en
condiciones de laboratorio. Ademas, al no ser un parasito humano, representa una
alternativa segura para estudios preclinicos, especialmente en investigaciones sobre la
respuesta inmunitaria del hospedador y la eficacia de los nuevos tratamientos

antiparasitarios (Viney y Kikuchi 2017)

2.6. Plantas medicinales

Las plantas han sido utilizadas con fines medicinales para el tratamiento de
diversas enfermedades durante al menos 60,000 afios en distintas culturas alrededor del
mundo, lo que refleja su capacidad para producir metabolitos secundarios con una amplia
variedad de propiedades farmacoldgicas (Buyel 2018). De las casi 250,000 a 500,000
especies de plantas que existen en todo el mundo, aproximadamente 20,000 tienen
propiedades medicinales y funcionan como fuente de nuevos farmacos (Sagbo y Otang-
Mbeng 2021). Aproximadamente el 25% de los principales compuestos farmacéuticos

disponibles en la actualidad se obtuvieron de recursos naturales (Patra et al. 2018).

La mayoria de las plantas medicinales (60% a 70%) se encuentran en
Latinoamerica. México es un pais megadiverso que posee el 10% de la flora mundial (De
La Cruz-Jiménez et al. 2022). En este pais crecen alrededor de 29,000 tipos de plantas, de
las cuales mas de 3,000 se utilizan en la medicina tradicional cuyo uso se han mantenido

a lo largo de centerares de anos (Barrera-Vazquez et al. 2023).
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Las plantas medicinales contienen diversas sustancias fitoquimicas, como
flavonoides, compuestos polifendlicos, catequinas, saponinas, polisacaridos,
triterpenoides, alcaloides, glucésidos y fenoles, los cuales pueden inhibir la proliferacion
de las células tumorales y también inducir la apoptosis (Aiello et al. 2019). Cabe resaltar
que los compuestos fendlicos, como los flavonoides, son los metabolitos secundarios
derivados de plantas mas prometedores para el tratamiento del cancer (Buyel 2018).
Mientras que la actividad antihelmintica de los extractos de plantas est4 relacionada con
la presencia de metabolitos biologicamente activos, como taninos, flavonoides,

cumarinas, esteroides, terpenoides, alcaloides y saponinas (Maestrini et al. 2020).

Ya existen antitumorales comerciales derivados de plantas, como la vincristina y
la vinblastina, aisladas de Catharanthus roseus, asi como el paclitaxel, obtenido de 7axus
brevifolia (Jadhao et al. 2024). De igual manera, entre los antiparasitarios destacan la
quinina, extraida de Cinchona officinalis, y la artemisinina, proveniente de Artemisia

annua (Gachelin et al. 2017).

2.6.1. Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl

El arbol 4. adstringens, perteneciente a la familia Anacardiaceae, es endémico de
Meéxico y es conocido cominmente como cuachalalate. Es un arbol dioico de
aproximadamente 5 m a 10 m de altura y 40 cm de didmetro, con el tronco retorcido,
corteza gris con grandes escamas y lenticelas redondeadas expuestas y hojas oblongas de
6 cm a 15 cm, agrupadas en las puntas de las ramas en numero de 3 a 5. En México se
puede encontrar desde Nayarit hasta Oaxaca, y otros estados como Puebla y Morelos

(Rodriguez-Garcia et al. 2015).

La corteza ha sido utilizada tradicionalmente para tratar la gastritis, Ulceras
gastricas, cancer gastrointestinal, colicos, fiebre y dolor de muelas. Ademas, se ha
reportado que posee propiedades antiinflamatorias, hipocolesterolémicas, antifingicas y
antiprotozoarias (Rodriguez-Canales et al. 2016). Asimismo, se ha demostrado que el
componente activo responsable de las propiedades de la planta es el acido anacardico, el

cual ejerce actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, antiulcerosas y
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antimicrobianas (Rodriguez-Garcia et al. 2015). Ademas, el acido 6-pentadecilico aislado
de esta planta presenta efectos mieloprotectores y antineoplédsicos (Galot-Linaldi et al.
2021). El extracto etanolico de la corteza de este arbol presenta actividad inhibidora contra
las células L-1210 (leucemia murina) (Makino et al. 2004). Asimismo, el extracto
metanodlico posee actividad contra las lineas celulares tumorales humanas U251
(glioblastoma), UACC-62 (melanoma), OVCAR (cancer de ovario), NCI-ADR/RES
(cancer de ovario multirresistente), 786-O (cancer de rindén), NCI-H460 (cancer de
pulmén no microcitico), PC-3 (cancer de prostata), HT-29 (cancer de colon) y K562

(leucemia mieloide) (Rodriguez-Garcia et al. 2015).

2.6.2. Artemisia ludoviciana Nutt.

La hierba A. ludoviciana, cominmente conocida como estafiate, pertenece a la
familia Compositae (Asteraceae) y se encuentra distribuida en todo el territorio mexicano.
Esta planta crece hasta un metro de alto, sus ramas son de tonos grises, las hojas se dividen
en tres y son alargadas, sus flores son de color amarillo y despide un olor fuerte (Francis

2004).

La infusion preparada a partir de las partes aéreas se utiliza tradicionalmente para
el tratamiento de enfermedades parasitarias, malestar estomacal, diarrea, dolores, mal
funcionamiento de la vesicula biliar y diabetes (Anaya-Eugenio et al. 2014). Los extractos
alcohdlicos de las partes aéreas se aplican sobre la piel como cataplasmas para el dolor y
la inflamacion, mientras que la inhalacién de la planta se utiliza para enfermedades
respiratorias como los resfriados y la bronquitis, asi como para las llagas en la garganta y
la cabeza. En cuanto a sus efectos bioldgicos, se han documentado actividades
antibacterianas, antiprotozoarias, antidiarreicas, antinociceptivas, antiinflamatorias,

antihiperalgésicas e hipoglucemiantes (Palacios-Espinosa et al. 2021).

El extracto cloroféormico presenta actividad contra las lineas humanas MDA -MB-
231 (cancer de mama) y NCI-417 (cancer de pulmoén) (Ramirez-Erosa et al. 2007).
Asimismo, el aceite esencial de esta planta presenta actividad contra Acanthamoeba

castellanii, Leishmania infantum y Trichomonas vaginalis (Baldemir etal. 2018),
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mientras que el extracto de acetato de etilo presenta actividad contra Fasciola hepatica

(Ezeta-Miranda et al. 2024).

2.6.3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.

La hierba perenne C. citratus pertenece a la familia Poaceae y es comtinmente
conocida como zacate limon. Presenta hojas pequenas, largas y aciculares. Las hojas,
parecidas a tiras, miden entre 1.3 cm y 2.5 cm de ancho y 0.9 cm de largo, con puntas
sueltas y una coloracion verde azulada brillante. Estas al molerse desprenden un aroma

citrico debido a la presencia de los compuestos citral, neral y geranial (Oladeji et al. 2019).

Es originaria del Sudeste Asiatico y se desarrolla en regiones tropicales y
subtropicales. Se utiliza en el tratamiento de trastornos gastrointestinales y nerviosos, y
también como antiinflamatorio, analgésico, sedante, antipirético, antioxidante y para
enfermedades metabolicas. Se ha demostrado que posee propiedades antimicrobianas,
antiprotozoarias, antirreumaticas, antitumorales, cardioprotectoras, antiinflamatorias y
gastroprotectoras. Ademas, se utiliza como aromatizante en perfumeria, cosmética y

aromaterapia; asi como insecticida (Sousa et al. 2021).

Presenta efecto citotoxico contra las lineas DU-145 (cancer de prostata) (Gomes
etal. 2021), A549 (carcinoma de pulmon), MCF-7 (cancer de mama) y Hep G2
(carcinoma hepatocelular) (Sayed et al. 2022).

Su actividad antiparasitaria reportada es amplia, presenta actividad contra 7. cruzi
(Santoro et al. 2007), Leishmania amazonensis (Santin et al. 2009), Haemonchus spp.,
Trichostrongylus spp. (Rocha et al. 2020), Colossoma macropomum (Gonzales et al.

2020) y Plasmodium berghei (Dada y Adebayo 2021).

2.6.4. Heterotheca inuloides Cass.

La hierba H. inuloides pertenece a la familia Compositae y es conocida

comunmente como arnica mexicana (Cilia-Lopez et al. 2021). Es una planta perenne
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nativa de México de una altura media de 50 cm a 70 cm, la cual presenta pelos en su tallo

y flores amarillas (Mijangos Ricardez et al. 2011).

Las flores de esta planta son ampliamente utilizadas para el tratamiento de
afecciones inflamatorias, heridas en la piel, fiebre, contusiones, hematomas, trastornos
biliares, tos, problemas respiratorios, gastritis, hemorroides, reumatismo, dolor de muelas
e inflamacion de las vias urinarias. Tiene actividad antibacteriana, antiptozoaria,
antiinflamatoria, antinociceptiva, antioxidante, hepatoprotectora y quimiopreventiva

(Cilia-Lopez et al. 2021).

Se han aislado cuatro sesquiterpenoides del extracto hexanico de las flores de H.
inuloides, los cuales son [-cariofileno, 6xido de [B-cariofileno 4,50, 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadalina y 7-hidroxicadalina, estos han mostrado actividad citotoxica contra las
lineas de células tumorales solidas HeLa (cancer de cuello uterino), BT-20 (cancer de
mama), B-16-FO (melanoma murino) y HTB-140 (melanoma humano) (Kubo et al.
1996). Ademas, se han aislado otros compuestos de esta planta, como la mansonona C con
actividad contra la linea K562 (leucemia mieloide), el 7-hidroxicaleno con actividad
contra la linea HCT-15 (cancer colorrectal) y el pentaacetato de quercetina con actividad
contra la linea celular MCF-7 (cancer de mama) (Rodriguez-Chévez, Coballase-Urrutia,

et al. 2015).

Algunos metabolitos aislados de esta planta como 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
y 7-hidroxicalameneno han presentado actividad contra Giardia intestinalis (Rodriguez-
Chévez, Rufino-Gonzilez, et al. 2015). Asimismo, el cadaleno también aislado de esta

planta presenta actividad contra Giardia lamblia (Calzada y Bautista 2020).

2.6.5. Jatropha dioica Sessé

El arbusto suculento J. dioica, pertenece a la familia Euphorbiaceae y es originario
de México. Esta planta es conocida por nombres inusuales como sangre de drago debido
aque el jugo de la savia cambia de color cuando se expone al aire de incoloro a rojo oscuro
(Ramirez-Moreno et al. 2020). Es un arbusto de 0.5 m a 1.50 m de altura, sus ramas son

de color rojizo-moreno y sus flores son pequenas y rosas (Wong-Paz et al. 2010).
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La raiz de esta planta es usada como antidiarreico, antiséptico, antiinflamatorio,
anticancerigeno y para tratar enfermedades bucales y erupciones cutdneas (Silva-
Belmares et al. 2014). Asi como para tratar hemorroides, Ulcera péptica, gastritis, asma,
caida del cabello, manchas en la piel, acné, sangrado de encias y dolor de dientes, entre
otras (Martinez et al. 2014). Ademas, se ha demostrado que tiene actividad antibidtica,
antifungica, antiviral (Ramirez-Moreno et al. 2020), antioxidante y quimo protector

(Martinez et al. 2014).

En los extractos de esta planta, uno de los compuestos mayoritarios es
jatrophatriona (Castro-Rios et al. 2020). Se ha demostrado que este compuesto presenta
actividad antitumoral contra células de leucemia linfocitica P-388 (3PS) (Torrance et al.

1976).

A pesar de que no se ha reportado que J. dioica posea actividad antiparasitaria, uno
de sus compuestos, la naftoquinona 4a, ha mostrado actividad contra Taenia crassiceps

(Aranda-Lopez et al. 2021).

2.6.6. Justicia spicigera Schltdl.

El arbusto J. spicigera, perteneciente a la familia Acanthaceae, es originario de
México y se conoce cominmente como muicle o mohuite. Es una planta perenne que

presenta flores tubulares de color naranja (Alonso-Castro et al. 2012)

En la medicina tradicional mexicana se utiliza la parte aérea de esta planta para
tratar la fiebre, tuberculosis pulmonar, diarrea, hemorroides, parésitos intestinales,
reumatismo, enfermedades Oseas, artritis, tos, sordera, problemas de la piel y
enfermedades del ojo (Baqueiro-Pefia y Guerrero-Beltran 2014). Asimismo, posee

actividad antibacteriana y antifungica (Vega-Avila et al. 2012).

Se ha demostrado que esta planta es eficaz contra las células cancerosas humanas
TF-1 (eritroleucemia), Calo (carcinoma de cérvix), InBl (carcinoma de cérvix) y T47D
(cancer de mama). Ademas, el extracto etandlico muestra bajos efectos toxicos in vitro e

in vivo, ejerce efectos apoptoticos en células HeL a, tiene efectos antitumorales en ratones
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portadores de un tumor HeLa e induce actividades inmunomoduladoras in vitro (Alonso-

Castro et al. 2012).

El extracto metandlico de esta planta posee actividad contra Giardia lamblia
(Peraza-Sanchez et al. 2005). Esta planta también presenta actividad contra Fasciola
hepatica (Ibarra-Moreno etal. 2012). Mientras que el extracto etandlico presenta

actividad in vivo en ratones infectados con Schistosoma mansoni (Awad et al. 2018).

2.6.7. Larrea tridentata (Sessé & Moc. ex DC.) Coville

El arbusto L tridentata, comunmente 1lamado gobernadora, pertenece a la familia
Zygophyllaceae. Es de porte erecto, ramificado desde la base, perennifolio y alcanza entre
0.6 y 3 metros de altura. Se distribuye abundantemente en el norte de México, como

Nuevo Ledn y Chihuahua (Moreno-Limén et al. 2011).

El extracto de agua caliente de las hojas secas se toma como purificador de sangre
para tratar problemas renales, infecciones del tracto urinario y frigidez, para calculos
biliares, reumatismo, artritis, diabetes, heridas y lesiones cutaneas, desplazamiento del
utero y paralisis, asi como para disolver tumores (Ross 2005). Ademas, posee actividad

antimicrobiana, antiviral y antifungica (Martins et al. 2013).

Posee actividad citotoxica contra lineas celulares HelLa (céncer cervical),

(Donaldson y Cates 2004) y MCF-7/AZ (céncer de mama) (van Slambrouck et al. 2007).

Ligandos aislados de las puntas florales de esta planta como, el ciclolignano 3,4'-
dihidroxi-3',4'-dimetoxi-6,7'-ciclolignan poseen actividad frente a lineas celulares de
cancer humano de mama y colon (Lambert et al. 2005). Asimismo, se ha demostrado que
el 4cido nordihidroguaiarético (NDGA), el cual es el principal compuesto de esta planta

posee actividad antitumoral (Martins et al. 2013).

Esta planta presenta actividad contra Haemonchus contortus (Garcia et al. 2018).
Ademas, algunos compuestos aislados de ella como el NDGA y la demetoxiisoguaiacina
presentan actividad contra Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Naegleria fowleri

(Bashyal et al. 2017).
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2.6.8. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir

El arbusto M. tenuiflora, perteneciente a la familia Leguminosae, es cominmente
conocido como tepezcohuite. Puede alcanzar hasta 8 metros de altura y se caracteriza por
ser espinoso. Presenta hojas alternas compuestas por 6 a 9 pares de pinnas, y cada pinna
contiene entre 20 y 40 hojuelas muy pequenas. Ademas, produce flores blancas y
diminutas, agrupadas en densas espigas de 5 a 8 cm de longitud. Se han encontrado
ejemplares en el norte de México, sin embargo, su poblacion mas abundante se localiza

en el Istmo de Tehuantepec, Oaxaca y al sur de Chiapas (Cadena-Iiiiguez et al. 2020).

La corteza se utiliza generalmente en la medicina popular para tratar quemaduras,
problemas de la piel, dolores menstruales, dolor de muelas, dolores de cabeza e
inflamaciones. Algunos estudios han demostrado su potencial en la curacion de heridas,

como antimutagénico y antiinflamatorio (Silva et al. 2020).

Se han aislado tres saponinas de la corteza de esta planta, siendo estas
mimonosidos A, B y C. Estas saponinas se probaron contra dos lineas de linfoma, una
murina (RDM 4) y una humana (Molt 4). No obstante, no mostraron un efecto

significativo sobre el crecimiento de las dos lineas celulares de linfoma (Anton et al.

1993).

Asimismo, se ha evaluado la citotoxicidad del extracto de etandlico de la corteza
de M. tenuiflora contra cuatro lineas celulares de cancer humano: HCT-116 (céncer de
colon), PC-3 (céncer de colon prostata), SF-295 (glioblastoma) y HL-60 (leucemia). No
obstante, no se observd actividad contra ninguna de estas lineas de cancer a una

concentracion de 50 pg/mL (Silva et al. 2020).

De igual manera, esta planta ha mostrado actividad contra T cruzi, Trichomonas

vaginalis (Muelas-Serrano et al. 2000) y Haemonchus contortus (Oliveira et al. 2011).

2.6.9. Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. & Brettell

La hierba P. decompositum, perteneciente a la familia Asteraceae, es una planta

silvestre que crece en los bosques de pinos del noroeste de México y es conocida
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comunmente como matarique. Se utiliza en la medicina tradicional, en forma de decoccion
de las raices y el rizoma, para el tratamiento de trastornos reumaticos, dolores, colicos
hepaticos y renales, neuralgias, tlceras y resfriados. Asimismo, se ha demostrado que esta

planta reduce el nivel de glucosa, colesterol y triglicéridos (Castillo-Arellano et al. 2018).

El cacalol es uno de los compuestos mayoritarios en los extractos de P
decompositum y se ha demostrado que este compuesto posee actividad antitumoral contra

el cancer de mama in vivo en un modelo murino (J. Liu et al. 2011).

2.6.10. Ruta chalepensis L.

La planta perenne R. chalepensis, perteneciente a la familia Rutaceae, se
caracteriza por su olor fuerte y sabor amargo, y es cominmente conocida como ruda.
Crece en forma de arbusto hasta 80 cm, las hojas son glabras y alternas y las flores son
amarillas y tienen de cuatro a cinco pétalos. Es originaria del mediterraneo, pero
actualmente tiene una distribucién amplia en Eurasia, Africa del Norte y América

(Coimbra et al. 2020).

Esta planta es conocida por sus aplicaciones medicinales tradicionales en el
tratamiento de convulsiones, hidropesia, fiebre, trastornos mentales, problemas
menstruales, infecciones microbianas, neuralgia, reumatismo y otros trastornos

hemorragicos y nerviosos (Al-Majmaie et al. 2021).

Asimismo, presenta actividad contra Meloidogyne incognita, Meloidogyne
javanica (Ntalli et al. 2011), Teladorsagia circumcinta, H. contortus y Trichostrongylus

spp. (Ortu et al. 2017).

2.6.11. Semialarium mexicanum (Miers) Mennega

La planta S. mexicanum, perteneciente a la familia Celastraceae, es conocida
comunmente como cacerina. En México se puede encontrar en los estados de Chiapas,
Oaxaca, Guerrero Michoacan, Jalisco, México, Morelos, Durango y Yucatdn (Mena-Rejon

et al. 2007). Es una enredadera trepadora con hojas opuestas, persistentes, elipticas u
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oblongas y coridceas. Las flores tienen 1 cm de didmetro con sépalos pulverulentos de

color verdoso y pétalos de color verde-amarillo (Reyes-Chilpa; et al. 2003).

Su corteza se utiliza tradicionalmente para el tratamiento del cancer y de las tlceras
gastricas, asi como insecticida (Furukawa et al. 2018). También se emplea como sedante,
antiinflamatorio y cicatrizante y para el tratamiento de la disenteria, la gastritis y las

ulceras gastricas (Mena-Rejon et al. 2007).

Los extractos con éter de petrdleo, acetato de etilo y metanol de esta planta ha
mostrado actividad contra las lineas celulares KB (carcinoma nasofaringeo), UISO-SQC-
1 (carcinoma escamoso de cuello uterino) y HCT-15 COLADCAR (carcinoma de colon),
presentando la mayor actividad el extracto obtenido con éter de petréleo (Popoca et al.

1998).

Asimismo, el extracto de éter de petroleo de la corteza de la raiz de S. mexicanum
ha mostrado apoptosis en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MCF7
y MCF 10A, identificando a la pristimerina como posible compuesto responsable de la

actividad citotoxica (Maldonado-Cubas et al. 2018).

2.6.12. Smilax aspera L.

El arbusto S. aspera, conocido cominmente como zarzaparrilla, es una planta
perenne y rastrera perteneciente a la familia Smilacaceae. Originario de la regidén
mediterranea, se ha aclimatado en México y destaca por su alta resistencia. Es una planta
trepadora con tallos largos, finos y espinosos y posee zarcillos que se adhieren a otras

plantas u objetos para trepar de forma estable (Salas-Coronado et al. 2017).

Su raiz se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de la sifilis, la diabetes
y el reumatismo, asi como antioxidante y para el tratamiento de los sintomas de la

menopausia en las mujeres (Ivanova et al. 2011).

Se ha demostrado que el extracto MeOH/H,O (1:1) de esta planta presenta

actividad antitumoral contra células U20S (osteosarcoma) (Cappadone et al. 2020).
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Asimismo, 2 saponinas aisladas del extracto metandlico han mostrado actividad contra

células de A549 (carcinoma de pulmoén) de manera in vitro (Ivanova et al. 2011).

Amphipterygium adstringens Artemisia ludoviciana Cymbopogon citratus

Cuachalalate Estafiate Zacate limon

Heterotheca inuloides Jatropha dioica Justicia spicigera

Arnica Sangre de drago Muicel

Larrea tridentata Mimosa tenuiflora Psacalium decompositum

Gobernadora Tepezcohuite Matarique

Ruta chalepensis Semialarium mexicanum Smilax aspera

Ruda Cancerina Zarzaparilla

Figura 1. Plantas de estudio.
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3. JUSTIFICACION

El céncer y las enfermedades parasitarias representan dos de los principales
desafios para la salud publica en el mundo. Aunque se trata de padecimientos muy
distintos en su origen y manifestacion, ambos comparten una problematica comun: la
necesidad urgente de desarrollar nuevos tratamientos. En el caso del céncer, las
quimioterapias convencionales suelen perder eficacia con el tiempo debido al desarrollo
de resistencia por parte de las células tumorales. Ademads, estos tratamientos suelen estar
asociados con efectos secundarios graves, resultado de su alta toxicidad, lo que impacta
negativamente en la calidad de vida de los pacientes. Por otro lado, muchas enfermedades
parasitarias aun carecen de tratamientos Optimos, lo que agrava su incidencia y

persistencia en poblaciones vulnerables.

Frente a este panorama, se vuelve prioritario identificar compuestos bioactivos con
actividad antitumoral y antiparasitaria que sean mas eficaces y menos toxicos. En este
contexto, el uso de plantas con fines terapéuticos, practica realizada por siglos de medicina
tradicional, representa una fuente valiosa de metabolitos secundarios con multiples
propiedades farmacoldgicas, entre ellas, la citotoxicidad selectiva y la actividad

antiparasitaria.

Meéxico, gracias a su ubicacidon biogeografica, es uno de los paises con mayor
biodiversidad vegetal en el mundo. Esta riqueza natural ofrece una oportunidad para la
investigacion de especies con potencial terapéutico. Por ello, la evaluacion de extractos
de plantas mexicanas de uso etnomedicinal con actividad citotoxica frente al linfoma
murino L5178Y-R y actividad antiparasitaria contra Trichinella spiralis y Strongyloides
venezuelensis constituye una estrategia viable y relevante para el desarrollo de nuevas

alternativas terapéuticas mas seguras y eficaces.
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4. HIPOTESIS

Compuestos bioactivos presentes en plantas mexicanas etnomedicinales
seleccionadas, poseen actividad antitumoral contra el linfoma murino L5178Y-R y

antiparasitaria contra Trichinella spiralis y Strongyloides venezuelensis.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1. Objetivo general

Evaluar el potencial antitumoral y antiparasitario in vitro e in vivo de compuestos

bioactivos aislados de plantas mexicanas.

5.2. Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar bioldgica y fitoquimicamente los extractos metanolicos
crudos de 12 plantas mexicanas de uso etnomedicinal.

2. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos metanolicos crudos de 12 plantas
mexicanas de uso etnomedicinal en un modelo in vitro de linfoma murino L5178Y-
R.

3. Aislar e identificar los compuestos bioactivos del extracto con el mayor indice de
selectividad contra la linea celular L5178Y-R.

4. Determinar la actividad antitumoral de los compuestos bioactivos aislados en un
modelo in vivo de linfoma murino L5178Y-R.

5. Evaluar la actividad antiparasitaria de los extractos metanolicos crudos de 12
plantas mexicanas de uso etnomedicinal en un modelo in vitro de Trichinella
spiralis y Strongyloides venezuelensis.

6. Aislar e identificar los compuestos bioactivos del extracto con el mayor indice de
selectividad contra Trichinella spiralis.

7. Determinar la actividad antiparasitaria de los compuestos bioactivos aislados en

un modelo in vivo de Trichinella spiralis.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Declaracion ética

Todos los procedimientos realizados en este estudio fueron aprobados por los

comités de ética correspondientes en cada pais.

Los experimentos realizados en México fueron aprobados por el Comité de Etica
en Investigacion y Bienestar Animal (CEIBA) de la Facultad de Ciencias Biolodgicas, bajo
el nimero de registro CEIBA-2021-012. Los experimentos con sangre humana se llevaron
a cabo con el consentimiento informado de un donador sano, conforme a la Norma Oficial
Mexicana NOM-253-SSA1-2012. Los procedimientos realizados con animales en México

se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Por su parte, los procedimientos realizados en Espaia se desarrollaron de acuerdo
con la normativa espafiola (Real Decreto 53/2013) y la legislacion de la Union Europea
(Directiva 2010/63/CE) en materia de experimentacion animal para la proteccion y uso
humanitario de los animales de laboratorio. Todos los procedimientos fueron realizados
en las Instalaciones de Experimentacion Animal acreditadas (numero de registro:
PAE/SA/001) de la Universidad de Salamanca (USAL), y fueron aprobados por el Comité
de Etica de la USAL (CBE 335 CEI 1080).

6.2. Material vegetal

Las plantas fueron adquiridas en la Herbolaria Pacalli (Guadalupe, NL, México).
Un ejemplar de cada una de ellas fue depositada e identificada por el Profesor Dr. Marco
Antonio Guzman-Lucio, jefe del herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas (FCB) de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledén (UANL), México, donde se les asignd un
nimero de vaucher (Tabla 3; Anexo 1). Los nombres y las familias botanicas de las
especies vegetales se validaron taxondmicamente utilizando el sitio web International

Plant Names Index (IPNI 2025).
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6.3. Obtencion de los extractos metanolicos

La extraccion se realizé colocando 25 g de cada planta (seca y molida) en un
extractor Soxhlet y se emplearon 500 mL de metanol absoluto como solvente de
extraccion. La extraccion se mantuvo por 48 h, después de lo cual los extractos se filtraron
y se concentraron por medio de un rotaevaporador a vacio (Buchi R-3000; Brinkman
Instruments, Inc., Westbury, NY, USA). La totalidad del solvente se elimind colocando
los extractos dentro de un desecador de vidrio al vacio. El rendimiento de extraccion para
cada uno de los extractos se calculé mediante la siguiente formula (1):

o Peso del extracto seco
% Rendimiento = — x 100 (1)
Peso inicial de planta

6.4. Pruebas fitoquimicas

A cada uno de los extractos vegetales crudos se les realizé el cribado fitoquimico,
mediante reacciones colorimétricas. El cambio de coloracion o la aparicion de solidos o
espuma durante las reacciones permiten una evaluacion semicuantitativa de la presencia
de metabolitos secundarios (Guillén-Meléndez et al. 2021). Las pruebas fitoquimicas
preliminares realizadas fueron las de alcaloides, carbohidratos, cumarinas, dobles enlaces,
flavonoides, quinonas, saponinas, sesquiterpenlactonas, esteroles y taninos. Dichas

pruebas se reportaron como presencia (+) y ausencia (-).

6.4.1. Determinacion de alcaloides con la prueba de Dragendorff

Se disolvio un miligramo del extracto en dos mililitros de metanol, después de lo
cual se agregaron cuatro gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba se considero
positiva cuando se observo una coloracion rojo-anaranjada persistente. Para la preparacion
del reactivo, se elaboraron las siguientes soluciones: la solucién A, compuesta por 0.85 g
de nitrato de bismuto III disueltos en 10 mL de acido acético glacial y 40 mL de agua, y
la solucion B, que contiene 8 g de yoduro de potasio disueltos en 20 mL de agua. El
reactivo se prepard mezclando 5 mL de la solucién A, 4 mL de la solucion By 100 mL de

agua.
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6.4.2. Determinacion de carbohidratos con la prueba de Molish

Se agregd gota a gota el reactivo de Molisch (1-naftol al 1% en etanol) a un
miligramo de cada extracto, seguido de la adicion cuidadosa de dos mililitros de 4cido
sulfirico por las paredes del tubo de ensayo. La presencia de un anillo purpura en la

interfase indic6 un resultado positivo en la prueba.

6.4.3. Determinacion de cumarinas

Se disolvieron dos miligramos de los extractos en dos mililitros de metanol, y se
adiciond gota a gota una solucién de hidorxido de sodio al 10%. La prueba se interpretd
como positiva, cuando se observo una coloracion amarilla que desaparecia al acidificar la

solucion.

6.4.4. Determinacion de dobles enlaces con la prueba de permanganato de potasio

Se disolvié un miligramo de los extractos en dos mililitros de metanol y se
afadieron cuatro gotas de una solucidon acuosa de permanganato de potasio al 2%. La
prueba resultod positiva al observarse una decoloracion o la aparicion de un precipitado

marron, resultado de la formacion de didxido de manganeso.

6.4.5. Determinacion de flavonoides con la prueba de acido sulfurico

Se disolvid un miligramo del extracto en dos mililitros de &cido sulftrico,
resultando una prueba positiva al observarse las siguientes coloraciones especificas:
amarillo para flavonoides, naranja cereza para flavonas, rojo azulado para chalconas y

rojo purpura para quinonas.
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6.4.6. Determinacion de quinonas con la prueba de hidréxido de sodio

Se colocaron entre 5 mg y 10 mg del extracto en un tubo de ensayo, a los que se
afiadieron 0.2 mL de etanol y 0.4 mL de una solucién acuosa de hidréxido de sddio al 5%.

Se observo si habia formacion de color y se registrd su espectro ultravioleta.

6.4.7. Determinacion de saponinas con la prueba bicarbonato de sodio

Se preparo6 una solucion acuosa de bicarbonato de sodio al 10%. Posteriormente,
se disolvieron dos miligramos de los extractos en dos mililitros de metanol y se afiadieron
cuatro gotas de acido sulfirico concentrado. Tras agitar suavemente la mezcla, se
incorporaron cuatro gotas de la solucién de bicarbonato de sodio. La formacion de

burbujas que persistieron por mas de un minuto se interpretd como presencia de saponinas.

6.4.8. Determinacion de sesquiterpenlactonas con la prueba de Baljet

Se disolvieron dos miligramos de los extractos en dos mililitros de etanol, a los
cuales se afadieron tres gotas de una solucion mixta. Se considerd un resultado positivo
cuando la mezcla cambi6 de color naranja a rojo oscuro. La solucion mixta, en proporcion
1:1, estaba compuesta por la solucion A, que contenia acido picrico al 1% en etanol, y la

solucion B, que contenia hidroxido de sodio al 10%.

6.4.9. Determinacion de esteroles y terpenos con la prueba de Salkowski

Se disolvié un miligramo de los extractos en dos mililitros de cloroformo y se
anadieron dos mililitros de 4cido sulfurico. La prueba se consider6 positiva para esteroles

y metilesteroles, cuando se observo la formacion de un anillo marrén rojizo en la interfase.
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6.4.10. Determinacion de taninos con la prueba de cloruro férrico

Se disolvié un miligramo de los extractos en dos mililitros de metanol y se
afladieron cuatro gotas de una solucidon acuosa de cloruro férrico al 2.5%. La formacion

de un precipitado de color rojo, azul violeta o verde se interpretd como resultado positivo.

6.5. Actividad antioxidante

En placas de 96 pozos de fondo plano se depositaron por triplicado 100 pL de las
diferentes concentraciones de los extractos a evaluar y se mezclaron con 100 pL de una
solucién metanolica de 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil 0.1 mM (DPPH; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Se evaluaron concentraciones finales de 3.9 pg/mL a 500 pg/mL.
Como control negativo se utilizd dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich) y como
control positivo acido ascorbico. La placa se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente
durante 30 min y se registraron las densidades opticas (DO) a 517 nm. El porcentaje de

inhibicién de DPPH se calcul6 usando la formula (2):

% inhibicin de DppH < D057 Tatamiento — DOsy, controlnegativo
o Inhibicion de - D05, control negativo @

6.6. Actividad hemolitica y anti-hemolitica

Los experimentos se realizaron con el consentimiento informado del donador, en
cumplimiento con la Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012.
Este procedimiento fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion y Bienestar

Animal (CEIBA) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (registro CEIBA-2021-012).

Se colectaron 20 mL de sangre de un voluntario sano en tubos con anticoagulante
EDTA-K2 (BD Vacutainer; Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ, USA).
Los eritrocitos se recuperaron mediante un lavado triple con buffer fosfato salino (PBS,

pH 7.2) y se prepard una suspension eritrocitaria al 5% en PBS estéril.
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Para evaluar la actividad hemolitica, en tubos de dos mililitros se afiadieron
distintas concentraciones de los extractos (200 pg/mL a 1000 pg/mL) junto con la
suspension al 5% de eritrocitos humanos. Como controles, se utilizo agua destilada para
hemolisis positiva y PBS para hemolisis negativa. Las muestras se incubaron durante 30

minutos a 37 °C y luego se centrifugaron a 4 °C por 5 min a 13,000 rpm.

Para analizar el efecto antihemolitico, se incorpord a los tratamientos el radical
diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), preparado en PBS a una
concentracion de 150 mM, junto con la suspension eritrocitaria. Las muestras se incubaron
por 5 ha37°Cy 200 rpm en una incubadora rotatoria (MaxQ; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), en condiciones de oscuridad. El control negativo consistido en PBS
con eritrocitos sin AAPH, mientras que el control positivo incluy¢ eritrocitos con AAPH.

Finalizada la incubacion, las muestras se centrifugaron a 4 °C por 5 min a 13,000 rpm.

Para ambos casos, se tomaron 200 pL del sobrenadante y se transfirieron a una
microplaca de 96 pozos de fondo plano para medir la DO de la hemoglobina liberada a
540 nm mediante un lector de microplacas. El porcentaje de hemolisis y de inhibicion de
APPH para cada muestra se calculé mediante la siguientes formulas (3) y (4):

DOgy, tratamiento — DOs,( control negativo

% Hemélisis = x 100 3
0 HEMONSIS DOs44 control positivo — DOsy control negativo ®

DOs,, tratamiento — DOs,4o control negativo

% Inhibicién de AAPH = 1 — ( X 100) (4)

DOg44 control positivo — DOs,4 control negativo

6.7. Evaluacion de la actividad citotoxica
6.7.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo celular

Se emplearon células de linfoma murino L5178Y-R (ATCC CRL-1722), células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) y células epiteliales renales de mono
verde africano Vero (ATCC CCL-81). Las PBMC se obtuvieron a partir de una muestra
de 50 mL a 60 mL de sangre de un donante sano, utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). Las células L5178Y-R y las PBMC se
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mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Life Technologies, Grand Island, NY,
USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (SFB; Life
Technologies) y antibidtico/antimicotico (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) al
1% (Life Technologies). Las células Vero se mantuvieron en el Medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM; Life Technologies) suplementado igual que el medio RPMI. Todas

las células se cultivaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO; en 95% de aire.

6.7.2. Efecto de los extractos sobre el crecimiento celular

En microplacas transparentes de polipropileno de 96 pozos de fondo concavo ‘v’
(Corning Incorporated, Corning, NY, USA) se sembraron 1x10* células/pozo de linfoma
L5178Y-R y 1x10° células/pozo de PBMC en medio RPMI 1640, asi como en placas de
fondo plano 1x10* células/pozo de células Vero en medio DMEM. Después de 24 h de
incubacion, las células fueron tratadas con los extractos metandlicos en concentraciones
finales de 3.9 pg/mL a 1,000 pg/mL. Como control positivo se utilizé el antineoplasico
sulfato de vincristina (VC; Hospira, Warwickshire, UK) a 100 pg/mL y como control
negativo medio de cultivo sin tratar; también se utiliz6 DMSO 1% como control. Las
células se incubaron por 48 h a 37 °C con 5% de COzy la viabilidad celular se determino
mediante el método colorimétrico de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT; Affymetrix, Cleveland, OH, USA). Se utilizaron 100 pL de
DMSO para disolver los cristales de formazan y se midieron las DO a 570 nm en un lector
de microplacas (MULTISKAN GO; Thermo Fisher Scientific). El porcentaje de inhibicion

del crecimiento celular se calcul6 de la siguiente manera (5):

DO0s;( células tratadas

% Inhibicién del crecimiento = 100 — ((

)x 100)  (5)

DOg-, células sin tratar

6.7.3. Linfoproliferacion de células mononucleares de sangre periférica humana

En placas de 96 pozos de fondo ‘u’ se sembraron 1x10° células/pozo de de células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) en medio RPMI 1640. Después de

24 h de incubacion, las células fueron tratadas con los extractos metanolicos de las plantas
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utilizando concentraciones de 100 pg/mL a 500 pg/mL. Se utilizé concanavalina A (Con
A) de 3 pg/mL a 7 pg/mL como mitégeno para los linfocitos T. Como control negativo se
empled medio de cultivo sin tratar. Las células se incubaron 48 h y la viabilidad celular se
determind mediante el método del MTT tal y como se describié anteriormente. Los
resultados se expresaron como el indice de proliferacion, el cual se calcul6 con la siguiente
formula (6) (Gonzalez Rivas et al. 2018):

. ) . DOs,, tratamiento — DOs5, control negativo
Indice de proliferacion = - (6)
DOs5, control negativo

6.7.4. Calculo de indices de selectividad para el linfoma murino L5178Y-R

Los indices de selectividad (IS) se calcularon para evaluar el potencial citotdxico
de los compuestos en células tumorales en comparacion con su toxicidad en células
normales. Un valor alto de IS indica una mayor eficacia contra las células tumorales y
menor toxicidad hacia las células normales. El IS se determind dividiendo la
concentracion inhibitoria media (Clso) de las células normales (PBMC) entre la Clso de las

células tumorales (L5178Y-R), utilizando la siguiente férmula (7):

Cl5g células PBMC

IS =
Clgq células L5178Y — R

(7)

6.8. Evaluacion in vitro de la actividad antiparasitaria contra Trichinella spiralis
6.8.1. Mantenimiento de Trichinella spiralis

Las larvas de primer estadio (L1) de 7. spiralis fueron aisladas inicialmente en
1962 de un gato montés (Felis silvestris) infectado naturalmente en Pola de Lena
(Asturias, Espafia). El ciclo de vida de 7. spiralis se mantuvo mediante pases seriados en

ratones CD1 macho de 4 semanas de edad con un peso de 25 g a 30 g.
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6.8.2. Actividad antiparasitaria contra Trichinella spiralis

Los ratones se infectaron por via oral con 600 L1 suspendidas en 500 uL de PBS.
Los ratones fueron sacrificados a partir de los 40 dias post-infeccion mediante dislocacion
cervical bajo anestesia y las larvas enquistadas en los musculos de los animales se
obtuvieron mediante digestion enzimatica. Para ello, primero se realiz6 una necropsia para
obtener la canal de los animales, sin piel ni visceras, que luego se peso y se trituro. El
material bioldgico resultante se suspendi6 en solucion salina estéril al 0.85% (100 mL/10
g de canal), pepsina (0.5 g/10 g de carcasa; Sigma-Aldrich) y acido clorhidrico al 35%
(0.7 mL/10 g de carne; Panreac, Barcelona, Espafia). A continuacion, la mezcla se incubo
durante 90 min a 37 °C y 200 rpm en una incubadora agitadora (Optic Ivymen System,
Barcelona, Espafia), tras lo cual la suspension se filtr6 a través de una gasa estéril en un
vaso de sedimentacion. Las larvas se lavaron cinco veces con solucion salina estéril al
0.85% y se determino la viabilidad y la concentracion utilizando un microscopio optico

antes de los experimentos.

Se colocaron de 35 a 50 L1 de T. spiralis por pocillo en microplacas de 96 pocillos
de fondo plano (Corning Incorporated) en 100 puL de caldo de Lisogenia (LB) (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, USA), mas solucion de penicilina y estreptomicina al 1% (Gibco,
Grand Island, NY, USA). Las larvas se trataron con soluciones de trabajo en
concentraciones que oscilaban entre 3.9 pg/mL y 1000 pg/mL. Se utilizaron albendazol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y mebendazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a 20 uM como controles positivos, mientras que el caldo LB con o sin DMSO al
1% fueron los controles negativos; también utilizamos como control DMSO al 1%. Las
larvas se incubaron (incubadora RS Biotech Galaxy S; Escocia, Reino Unido) durante 72
h a 37 °C en una atmoésfera humidificada. Se evalud la mortalidad y la morfologia de las

larvas y se fotografiaron a las 72 h con microscopio Optico a un aumento de 40 x.

6.8.3. Calculo de indices de selectividad para Trichinella spiralis

Los IS se calcularon dividiendo la Clso de las células normales (Vero) por la CLso

del parasito (7. spiralis) empleando la siguiente formula (8):
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_ (I células Vero

IS 8

"~ CLg, T. spiralis

6.9. Evaluacion in vitro de la actividad antiparasitaria contra Strongyloides

venezuelensis
6.8.1. Mantenimiento de Strongyloides venezuelensis

La cepa de S. venezuelensis, proporcionada por el Departamento de Parasitologia
de la Universidad Federal de Minas Gerais en Brasil, se mantuvo mediante pases sucesivos
en ratas Wistar de cuatro semanas de edad (150-200 g) para asegurar su ciclo de vida
completo. Las ratas fueron inoculadas por via subcutanea con 12,000 larvas infectivas del
tercer estadio (L3) suspendidas en 500 pL PBS. Las muestras fecales de las ratas se
recolectaron entre los dias 5 y 18 posteriores a la infeccion, y se cultivaron en recipientes
de polietileno de 250 mL con vermiculita y agua destilada. Los cultivos se mantuvieron
en un ambiente humedo a 28 °C durante 4 a 7 dias. Posteriormente, las larvas L3 se
colectaron utilizando el método de Baermann, se lavaron tres veces con agua destilada y
se confirmdé su viabilidad bajo microscopio Optico antes de iniciar los ensayos

experimentales.

6.9.2. Actividad antiparasitaria contra larvas del tercer estadio de Strongyloides

venezulensis

Se colocaron entre 100 y 150 L3 de S. venezuelensis por pozo en placas de 96
pocillos de fondo plano (Corning Incorporated), con 100 pL de agua destilada, y se
incubaron a 28 °C durante 30 min para permitir su adaptacion. Posteriormente, se trataron
con los extractos en concentraciones que variaron de 3.9 pg/mL a 1000 pg/mL. Como
controles, se utilizo6 ivermectina a 10 uM como control positivo, y agua destilada con o
sin 1% de DMSO como controles negativos. Las muestras fueron incubadas durante 72 h
a 28 °C en una atmoésfera himeda (Sanyo, Sanyo Electric Co. Ltd., Tokio, Japan) y la
mortalidad se evalu6 a las 24, 48 y 72 h mediante la observacion de la movilidad de las

larvas bajo microscopia oOptica. Se considerd6 mortalidad la ausencia de movimiento
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durante un minuto de observacion bajo el microscopio a un aumento de 40x al excitarlas

mediante luz visible.

6.9.3. Actividad antiparasitaria contra adultos de Strongyloides venezuelensis

Las hembras parasitas de S. venezuelensis residen en la mucosa del intestino
delgado del hospedador infectado y producen huevos por partenogénesis. Para obtener
estas hembras adultas, siete dias después de la infeccion se sacrificaron las ratas, se extrajo
su intestino delgado, se abrid longitudinalmente y se cortd finamente. Las muestras se
colocaron en copas de sedimentacion con gasa y PBS, incubandose a 37 °C durante 2 h.
Las hembras se recuperaron del sedimento, se lavaron dos veces con solucion salina al
0.85%, y luego se realizaron dos lavados adicionales en medio RPMI-1640 suplementado

con 10% de SFB, 100 pg/mL de estreptomicina y 100 U/mL de penicilina.

Posteriormente, se colocaron entre 50 y 70 hembras partenogenéticas por pozo en
placas de 96 pocillos con medio RPMI-1640 y se incubaron a 37 °C durante 1 h para su
adaptacion. Luego, se afiadid el compuesto en concentraciones de 1 a 60 uM. La actividad
antiparasitaria se evalud a las 24, 48 y 72 h tras el tratamiento, observando los parasitos
con un microscopio Optico durante al menos un minuto y con luz visible para estimular el
movimiento. Segun su movilidad, los parasitos se clasificaron en cuatro categorias: sanos,
ligeramente afectados (movimiento reducido), afectados (movimiento muy limitado o

anormal) y muertos (sin movimiento detectable).

6.9.4. Calculo de indices de selectividad para Strongyloides venezuelensis

Los IS se calcularon dividiendo la Clso de las células normales (Vero) por la CLso

del parésito (S. venezuelensis) empleando la siguiente formula (9):

S = Clg( células Vero
"~ CLsg S. venezuelensis

€)
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6.9.5. Microscopia electronica de barrido en hembras parteogenéticas de Strongyloides

venezuelensis

Se utilizd microscopia electronica de barrido para observar el efecto de la
chalepensina sobre las hembras adultas de S. venezuelensis. Tras 72 h de incubaciéon con
los tratamientos, los pardsitos de cada grupo experimental se retiraron y fijaron
inmediatamente en glutaraldehido al 2.5% a temperatura ambiente durante 3 h. Luego, se
lavaron tres veces con PBS (pH 7.4) a temperatura ambiente durante 30 min. Después del

ultimo lavado, las muestras se conservaron a 4 °C.

Posteriormente, los parasitos se adhirieron a portaobjetos cubiertos con poly-L-
lisina en una camara himeda con 25% de glutaraldehido y se incubaron toda la noche. Al
dia siguiente, se enjuagaron y se fijaron con una solucion de tetroxido de osmio al 1%.
Después de la deshidratacion con alcoholes, se realizo un secado por punto critico seguido
del recubrimiento con metal. Todo el proceso fue llevado a cabo en las instalaciones del
Servicio de Microscopia Electronica del NUCLEUS en la Universidad de Salamanca. Las
imagenes fueron obtenidas con un microscopio electronico de barrido Jeol JSM-IT500
InTouchScope™ (JEOL Ltd., Tokio, Japén) y procesadas con el software SMILE VIEW™
(JEOL Ltd.).

6.10. Aislamiento biodirigido de los compuestos bioactivos
6.10.1. Particionamiento de los extractos metandlicos crudos

Se selecciono el extracto que tuvo la mejor actividad con base en su IS para obtener
sus particiones. Para esto se emplearon 5 g del extracto metandlico crudo y se colocaron
en el extractor Soxhlet. Se utilizo 250 mL de n-hexano, cloroformo y metanol como
solventes para la extraccion, la cual se mantuvo por 48 h. Trascurrido el tiempo de
extraccion las particiones se concentraron tal y como se hizo con los extractos metandlicos
crudos, y se evalto su actividad citotdxica y antiparasitaria, utilizando la metodologia

previamente descrita.
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6.10.2. Cromatografia en columna de las particiones con mayor actividad

Se prepard una columna cromatografica (330 mm X% 28 mm) empacada con 20 g
de silica gel 60 G con un tamafo de particula 0.063 mm a 0.200 mm (Merck, Darmstadt,
Germany) y se colocaron en la parte superior 500 mg de la particion. Las particiones
hexénicas se eluyeron con gradientes escalonados de 20 ml de n-hexano-cloroformo,
cloroformo-acetato de etilo y acetato de etilo-metanol en proporciones de gradiente
escalonado de 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 y 0:100
v/v. Se obtuvieron 124 fracciones de cinco mililitros y se agruparon en funcion de su perfil
de cromatografia de capa fina (CCF). Las particiones cloroféormicas se eluyeron con
gradientes escalonados de cloroformo-acetato de etilo y acetato de etilo-metanol, como se
realizé para la particion hexanica. Se obtuvieron 84 fracciones de cinco mililitros y se
agruparon en funcién de su perfil de CCF. La actividad citotdxica y antiparasitaria se

evaluo utilizando los métodos mencionados anteriormente.

Las fracciones que mostraron actividad se sometieron a nuevos fraccionamientos
mediante cromatografias en columna hasta llegar a la purificacion de los compuestos

bioactivos.

6.10.3. Cromatografia en capa fina

Para las cormatografias en cafa fina (CCF) se utilizaron cromatoplacas de silica
gel de 5 cm x 10 cm (Polygram SIL G/UV254; Macherey-Nagel, Diiren, Alemania). Las
muestras se aplicaron sobre las placas con un capilar, ubicandolas a 1 cm del borde
inferior. La elucion se llevo a cabo con 10 mL de eluente hasta que el frente movil alcanzo
a 0.5 cm del borde superior. Se emplearon eluentes con diferentes polaridades para evaluar
la distribucion de los compuestos.

Las cromatoplacas se dejaron secar durante al menos 24 h y luego se examinaron
bajo luz visible, luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y luz ultravioleta de onda larga
(365 nm) utilizando una ldmpara portatil de luz UV. Ademads, las cromatoplacas se
revelaron con yodo. A partir de estas observaciones se determinaron los valores de Ry de

los compuestos presentes.
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6.11. Identificacion de los compuestos bioactivos aislados

Los compuestos aislados de identificaron mediante distintas técnicas
espectroscopias en la Universidad de Salamanca, Espafia. Se realizaron los analisis de
masas (MS), resonancia magnética nuclear de protones (‘H-RMN) y resonancia magnética

nuclear de carbono-13 (3C-RMN).

6.12. Evaluacion de la actividad antitumoral in vivo en el modelo de linfoma murino

L5178Y-R
6.12.1. Animales

Estos ensayos fueron llevados a cabo en México conforme a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el uso y cuidado de animales de laboratorio.
Estos procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacion y
Bienestar Animal (CEIBA) de la Facultad de Ciencias Biologicas, bajo el nimero de

registro CEIBA-2021-012.

El linfoma L5178Y-R es un modelo de tumor trasplantable, para su aplicacion, se
siguieron las guias éticas estandar para el bienestar y uso de animales en la investigacion

del cancer (Workman et al. 2010).

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (20 g a 25 g), los
cuales fueron proporcionados por el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia
de la UANL, donde también se alojaron. Se mantuvieron en jaulas microventiladas, con
un ciclo luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura controlada de 25 °C y con comida y agua
ad libitum. Para el enriquecimiento ambiental, se colocaron tubos de carton que

permitieran la creacion de nidos y promovieran la actividad recreativa.

6.12.2. Actividad toxica aguda en ratones BALB/c

Los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos con 4 animales cada uno. El

compuesto se disolvio en PEG300 al 90%, DMSO al 5% y etanol al 5%. Los ratones de

40



dos de estos grupos recibieron el compuesto por via intraperitoneal (IP) a 100 mg/kg y
1000 mg/kg respectivamente, mientras que los ratones del grupo 3 recibieron el vehiculo,
y el grupo 4 fue el grupo control. Se monitorearon a los ratones para detectar sintomas de
toxicidad y mortalidad durante las primeras cuatro horas y al menos una vez al dia durante
14 dias. Se evaluaron signos clinicos, incluidos el comportamiento, el estado del pelaje,
los ojos y las membranas mucosas, la respiracion, los sistemas nervioso auténomo y
central, la orina y la excrecion fecal, el estado de los orificios corporales, los patrones de

comportamiento y cualquier signo de enfermedad.

Al final del periodo de observacion de 14 dias, se peso6 a todos los animales y se
recogieron muestras de sangre mediante puncion cardiaca bajo anestesia con pentobarbital
(26 mg/kg), para realizar evaluaciones bioquimicas y hematoldgicas. Después se
sacrificaron a los animales por dislocacion cervical. Se realizaron necropsias en todos los
sujetos y se observaron macroscopicamente todos los organos para detectar necrosis o

alguna anomalia. Los higados y rifiones se obtuvieron y se pesaron.

6.12.3. Actividad antitumoral in vivo

Los ratones se dividieron aleatoriamente en 4 grupos con 6 animales cada uno. Se
inocularon 1.5x10° células de linfoma L5178Y-R suspendidas en 100 pL de PBS via
subcutdnea, sobre el muslo de la extremidad posterior derecha de los ratones. Una vez
implantado el tumor con un tamafio aproximado 100 mm?®) se administraron los

tratamientos cada tercer dia, sumando un total de tres administraciones (Tabla 1).

El bienestar animal se evalué diariamente y se consideraron como criterios de
punto terminal los tumores con un largo de mas de 20 mm, ulcerados, infectados o
necroéticos, o la pérdida del 15% al 20% de peso corporal. Las medidas del volumen

tumoral y peso se registraron cada tercer dia, hasta llegar a punto terminal.

El volumen tumoral se estim6 al medir el largo y ancho (mm) del tumor con la

ayuda de un vernier digital. El volumen tumoral se calcul6 con la siguiente formula (10):
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Largo X Ancho?
Volumen tumoral = 5 (10)

Tabla 1. Tratamientos para el ensayo antitumoral in vivo.

Grupo Tratamiento Descripcion del tratamiento

1 Control negativo Ratones con crecimiento tumoral sin tratar.

2 Vehiculo Administracion via IP del vehiculo: PEG-300 al 90%, DMSO
al 5% y etanol al 5%.

3 Chalepensina Administracion via [P de chalepensina disuelta en el vehiculo
a una concentracion de 100 mg/kg.

4 Vincristina Administracién via IP de vincristina a una concentracion de
0.05 mg/kg.

La sobrevivencia se monitoreo diariamente hasta que todos los ratones llegaron a

punto terminal y se calcul6 con la siguiente formula (11):

) _ Ratones sobrevivientes
% de sobrevivencia = Total de Tatones x 100 (11)

6.13. Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vivo en un modelo de 7richinella

spiralis
6.13.1. Animales

Estos ensayos se llevaron a cabo en Espafia conforme al Real Decreto 53/2013 de
Espana y a la Directiva Europea 2010/63/CE. El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la USAL, bajo los codigos de aprobacion CBE 335 CEI 1080.

Se emplearon ratones CD1 hembras de 5 semanas de edad con un peso entre 25-
30 g. Los cuales se mantuvieron alojados en las instalaciones de la USAL en jaulas
estandar de policarbonato, con ciclos controlados de luz y oscuridad de 12 h, temperatura

entre 23 °C a 25 °C, con comida y agua ad libitum.
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6.13.2. Actividad antiparasitaria en un modelo experimental de triquinelosis en raton

Los ratones se dividieron aleatoriamente en 7 grupos con 8 animales cada uno y se
infectaron via oral con 300 L de 7. spiralis obtenidas tal y como se detalla en la seccion
6.7.1. Nuestro compuesto a evaluar fue la chalepensina y como farmaco antiparasitario
control se utilizé albendazol. Ambos tratamientos se administraron via oral (300 uL) a 50
mg/kg utilizando como vehiculo 5% de DMSO y 95% de aceite vegetal. Los tratamientos
se administraron en tres periodos de tiempo distintos para evaluar el efecto de los
tratamientos en los distintos estadios del parasito (Tabla 2). Para estadios intestinales se
aplicard el tratamiento los dias 0, 1, y 2, para las larvas en migracion sistémcia y
establecimento en la musculatura incipiente el tratamiento se aplicara los dias 13, 14, 15.
Finalmente para larvas que se encuentran en las fibras musculares rodeadas de infiltracion

inflamatoria y tejido fibroso.

Tabla 2. Tratamientos para el ensayo antiparasitario in vivo.

Grupos Tratamiento Dias de tratamiento post-infeccion

1 Infeccion -

2 Chalepensina 0,1,2

3 Chalepensina 13,14, 15

4 Chalepensina 34, 35, 36

5 Albendazol (control) 0,1,2

6 Albendazol (control) 13,14, 15

7 Albendazol (control) 34, 35,36

En el dia 43 post-infeccion, los ratones se sacrificaron mediante dislocacion
cervical y se realizé una diseccion para obtener las dos patas inferiores del raton. Despues
se realizo una digestion enzimatica de cada muslo, para obtener las L1 en dicho tejido. El
producto de la digestion se observo utilizando un microscopio Optico y se contabilizo el
numero de larvas obtenidas en cada tratamiento. Ademas, se conservaron en formal al
10% las patas anteriores de los ratones para posteriormente realizar cortes histologicos y

observar la morfologia de los quistes.
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6.14. Analisis estadistico

Los datos in vitro representan las medias y desviaciones estdndar (DE) de tres
repeticiones por tratamiento y al menos tres experimentos independientes. Se utilizd una
regresion no lineal para calcular los valores de Clso (concentracion inhibitoria media) y
CLso (concentracion letal media). Cuando los datos presentaron una distribucién normal y
varianzas homogéneas (evaluados mediante las pruebas de Shapiro—Wilk y Levene,
respectivamente), se aplico un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de la
prueba post hoc de Tukey para identificar diferencias significativas entre tratamientos. En
los casos en que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, se empleo la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Para
la comparacion entre dos grupos, se utilizé la prueba t de Student. Todos los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 8 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.).
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7. RESULTADOS

7.1. Identificacion taxondmica de las plantas experimentales

En este estudio se utilizaron 12 plantas de las cuales se obtuvo su nombre
cientifico, nombre comun, familia, parte utilizada y el nimero de vaucher (Tabla 3, Anexo
1). Las plantas pertenecen a 10 familias distintas, siendo la familia Compositae la que

presenta el mayor nimero de plantas con 3.

Tabla 3. Identificacion taxonomica de las plantas utilizadas en este estudio.

Nombre cientifico Nomlfre Familia Parte utilizada No.
comun voucher
Amphipterygium adstringens Cuachalalate =~ Anacardiaceae Corteza 30642
(Schitdl.) Standl.
Artemisia ludoviciana Nutt. Estafiate Compositae Tallc;ls(,)rllc: BY 30643
gt); rg?op ogon citratus (DC.) Zacate limon Poaceae Hojas y tallos 30644
Heterotheca inuloides Cass. Arrpca Compositae Flores 30646
mexicana
Jatropha dioica Sessé Sangre de Euphorbiaceae Raiz 30648
drago
C . Tallos, hojas y
Justicia spicigera Schltdl. Muicle Acanthaceae flores 30649
Larrea tridentata (Sessé & .
Moc. ex DC.) Coville Gobernadora  Zygophyllaceae  Hojas y tallos 30650
]}L{:me tenuifiora (Willd.) Tepezcohuite ~ Leguminosae Corteza 30651
Psacalium decompositum (A. . . ,
Gray) H. Rob. & Brettell Matarique Compositae Raiz 30652
Ruta chalepensis L. Ruda Rutaceae Hojas y tallos 30654
Semzalarzum mexicdnum Cancerina Celastraceae Corteza 30647
(Miers) Mennega
Smilax aspera L. Zarzaparilla Smilacaceae Raiz 30655
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7.2. Rendimiento y caracterizacion fitoquimica de extractos metandlicos crudos

Los extractos metanolicos tuvieron rendimientos del 11.1% al 27.4% entre los
distintos extractos, los cuales se ven influenciados tanto por la parte de la planta utilizada,
asi como por los metabolitos presentes en cada planta. Todas las plantas presentaron un
perfil fitoquimico diferente donde se destaca la presencia de cumarinas y dobles enlaces

en todos los extractos, asi como la ausencia de saponinas (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimiento de extraccion y pruebas fitoquimicas de los extractos metnolicos crudos.

% Prueba fitoquimica
Planta . .

Rendimiento Al Ca Cm De Flv Qn Sp SI Et Tn
A. adstringens 24.8 - + + + + + - + + +
A. ludoviciana 17.3 - + + + + + - + + +
C. citratus 23.0 - + + + + - - - + -
H. inuloides 21.2 - + + + + - - - + +
J. dioica 19.6 - + + + - + - - + -
J. spicigera 27.4 - + + + - + - - - +
L. tridentata 26.6 - - + + + + - + + +
M. tenuiflora 11.3 - - + + + + - + + +
g.ecompositum 14.4 i * * * * ) ) ) + +
R. chalepensis 19.4 + + + + + - - + + +
S. aspera 18.4 - + + + - + - + - -
S. mexicanum 11.1 - + + + - + - + - -

Al: alcaloides, Ca: carbohidratos, Cm: cumarinas, De: Dobles enlaces, Flv: flavonoides, Qn: quinonas, Sp:
saponinas, Sl: sesquiterpenlactonas, Et: esteroles, Tn: taninos; (+) presencia, (-) ausencia.

7.3. Actividad antioxidante, hemolitica y anti-hemolitica de extractos metandlicos

crudos

De las 12 plantas, M. tenuiflora (Clso = 2.9 ng/mL), J. spicigera (Clso = 15.7
ug/mL), A. adstringens (Clso = 17.2 ng/mL) y S. aspera (Clso = 29.2 pg/mL) mostraron
el mayor efecto antioxidante entre todos los extractos evaluados, siendo M. fenuiflora el

extracto que presentd actividad antioxidante mds alta en comparacion con el control

46



positivo (P < 0.001). Mientras que R. chalepensis (Clso = 859.9 pg/mL) mostro el efecto

antioxidante méas bajo (Tabla 5).

En cuanto a la actividad hemolitica, ninguno de los extractos mostro ser toxico en
eritrocitos humanos. Los extractos de A. ludoviciana, L. tridentata, M. tenuiflora, P.

decompositum 'y S. mexicanum presentaron una Clso >1,000 ug/mL (Tabla 5).

Asimismo, se observo efecto anti-hemolitico significativo para todos los extractos
evaluados ya que todos presentaron actividad significativa en comparacion con el control
positivo, donde A. adstringens, H. inuloides, P. decompositum y S. aspera resultaron
poseer la actividad antihemolitica mas alta con Clso de 1.07, 1.09, 1.18 y 0.88 pg/mL

respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad antioxidante, hemolitica y anti-hemolitica de los extractos metanolicos crudos.

Actividad (Clso pg/mL)
Planta Antioxidante Hemolitica Anti-hemolitica
(DPPH) (AAPH)
A. adstringens 17.2+2.0° 268.4 +13.9* 1.1+£0.3?
A. ludoviciana 89.9 £3.9¢ > 1,000" 10.1 £0.76°
C. citratus 690.4 + 26.4¢ 606.8 + 19.1¢ 6.40 £ 1.5°
H. inuloides 61.6 + 8.0° 4272+2.8° 1.09 + 0.08?
J. dioica 116.8 £ 1.7" 565.8 +2.1° 14.6 £0.5¢
J. spicigera 15.7+1.8° 642.1+3.34 16.22 +1.184
L. tridentata 3352+ 1.6/ >1,0007 155.6 + 8.9
M. tenuiflora 29+1.3 >1,0007 143 +1.64
P. decompositum 106.1 +1.18 > 1,000 1.2+0.22
R. chalepensis 859.9 + 25.1' 738.7+20.7° 5.7+0.8°
S. aspera 29.2+£10.4¢ 262.8+2.12 0.9 +0.2
S. mexicanum 581.5+ 1.1 > 1,000" 8.3+ 1.4%
C+ ) 7.2 + O.Ib. ND 316.1 £30.2"
Acido ascdrbico AAPH

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada extracto evaluado. Letras diferentes
dentro de la misma columna indican diferencia significativa entre los tratamientos analizados mediante la
prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). C+: Control positivo. ND: No determinado. TComo la Clso fue superior
a 1,000 pg/mL, estos valores no se consideraron para el analisis de Tukey.
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7.4. Actividad antitumoral in vitro de los extractos metanolicos crudos, particiones

y fracciones

7.4.1. Actividad antitumoral in vitro de los extractos metanolicos crudos contra célula de

linfoma L5178Y-R

Los extractos mas activos frente a las células L5178Y-R fueron J. spicigera (Clso
=29.1 pg/mL), A. ludoviciana (Clso = 32.4 ng/mL), J. dioica (Clso = 39.3 pg/mL) y M.
tenuiflora (Clso = 47.1 ug/mL). Al evaluar los extractos frente a las PBMC J. spicigera,
A. adstringens, S. mexicanum, A. ludoviciana, H. inuloides, P. decompositum, M.
tenuiflora 'y S. aspera, no mostraron actividad citotoxica ya que estos presentaron una Clso
> 1,000 pg/mL, por lo que se consideran seguros frente a estas células. Asimismo, los

extractos con los mayores IS fueron A. ludovicinana, J. spicigera 'y M. tenuiflora, los tres

con IS > 20 (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad citotoxica de los extractos metandlicos crudos en células L5178Y-R y PBMC.

Clso (ng/mL)
Planta IS
L5178Y-R PBMC

A. adstringens 197.5+4.1¢ > 1,0007 >5.1
A. ludoviciana 32.4+£5.6* >1,000" >30.9
C. citratus 209.2 +£ 6.2¢ 312.4+£2.9° 1.5
H. inuloides 140.0 + 10.0« > 1,000" >7.1
J. dioica 39.3+3.8* 156.6 £ 10.8? 4.0
J. spicigera 29.1+5.2° > 1,000 >34.4
L. tridentata 214.7 £ 1.6° 403.1 £13.7° 1.9
M. tenuiflora 47.1 £10.2% > 1,0007 >21.2
P. decompositum 166.6 = 19.2¢ > 1,000 > 6.0
R. chalepensis 71.8+1.9° 183.7 £ 11.9% 2.6
S. aspera 250.0 + 5.3° > 1,0007 >4
S. mexicanum 135.0+5.2¢ >1,000" > 7.4

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada extracto frente a las lineas celulares
evaluadas. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia significativa entre los
tratamientos analizados mediante la prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). El indice de selectividad (IS)
representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular L5178Y-R después de 72 h. {Como la Clso
fue superior a 1,000 pg/mL, estos valores no se consideraron para el analisis de Tukey.
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7.4.2. Actividad linfoproliferativa en PBMC humanos

Ya que se observd que algunos extractos no solo no inhibian el crecimiento de las
PBMC, sino que hacian que estas proliferaran se decidi6 estudiar el efecto proliferativo
de estos extractos. Los extractos que presentaron la mayor actividad proliferativa
significativa fueron M. tenuiflora seguido por S. mexicanum, A. adstringens y J.
spiciguera los cuales presentaron actividad proliferativa significativa en concentraciones
de 200 a 500 pg/mL. Los extractos correspondientes a 4. ludoviciana, H. inuloides, P.
decompositum y S. aspera, presentaron actividad proliferativa por debajo de la Con A

(Figura 2).

1 S. mexicanum
5.0 BB A aspera
R P. decompositum

4.5 [ M. tenuiflora
~§ 4.0 B J. spicigera T
S E= H. inuloides *% b
8 35 A. ludoviciana T
2 B A adstringens Lok
~ 3.0 K
= % ¥* A o
5 25 : b
S 20 . B
3 i
= 1.9
S 1.0
05
0.0 ; ' S @ ‘
100 200 300 400 500

Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Actividad proliferativa en PBMC de los extractos metanolicos crudos. Los valores representan
el indice de proliferacion = DE. Se utilizaron 5 pg/mL de Con A como control positivo. * P < (.05, ** P <

0.01, *** P <0.001, en comparacion con la Con A (indice de proliferacion = 1.21 + 0.18).
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7.4.3. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las particiones de Artemisia

ludoviciana, Justicia spicigera y Mimosa tenuiflora

Se seleccionaron las tres plantas que mostraron la mayor actividad antitumoral in
vitro con base en sus IS y se obtuvo sus particiones con n-hexano, cloroformo y metanol.
Las particiones de M. tenuiflora fueron las que mostraron mayores IS y nula toxicidad en

cé¢lulas PBMC (CIso > 1,000 pg/mL) (Tabla 7).

Tabla 7. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las particiones de A. ludoviciana, J.
spicigera'y M. tenuiflora.

Planta Particion Rendimiento Clo (ng/mb) IS
(%) L5178Y-R PBMC

n-Hexano 9.6 21.0£5.6 44.0+3.1 2.1

A. ludoviciana  Cloroformo 6.4 42,6 +4.2 222.8+2.3 5.2
Metanol 40.3 302+7.7 >1000 >33.1

n-Hexano 3.4 153+6.2 66.18 £ 6.6 43

J. spicigera  Cloroformo 8.7 >5007 >1000 ND
Metanol 87.7 28.7+0.5 >1000 >34.8
n-Hexano 5.0 533+1.7 >1000 >18.8
M. tenuiflora  Cloroformo 5.6 243+34 >1000 >41.2
Metanol 87.3 19.5+5.0 >1000 >51.3

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada particion frente a las lineas celulares
evaluadas. El indice de selectividad (IS) representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular
L5178Y-R después de 72 h. ND: No determinado porque no presento actividad bioldgica.

7.4.4. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las fracciones primarias de

Mimosa tenuiflora

Ya que las particiones de M. tenuiflora fueron las que mostraron mayores IS se
realizd6 un fraccionamiento primario mediante cromatografias en columna de las
particiones hexanica y cloroformica de esta planta. La mayoria de las fracciones primarias
mostraron actividad contra la linea de linfoma L5178Y-R y baja toxicidad en las células
PBMC. Las fracciones obtenidas de la particion cloroféormica presentaron mayor actividad

que las obtenidas de la particion hexanica, siendo C4 la fraccion mas activa (Clso = 25.94
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png/mL; IS >48.15). En general las fracciones de la particion cloroféormica fueron mas

activas que las de hexano (Tabla 8).

Asimismo, en las CCF de estas fracciones primarias se puede observar que estas
fracciones representan una mezcla compleja de compuestos, a excepcion de la fraccion

H1 donde solo se aprecia la presencia de 2 compuestos (Figuras 3 y 4).

Tabla 8. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las fracciones primarias de la particion
hexanica y cloroférmica de M. tenuiflora.

Peso Clso (ng/mL)
Particion  Fraccion obtenido IS
(mg) L5178Y-R PBMC
Hexano H1 197 398.5+£43 588.1 £8.0 1.5
H2 83 339.7+5.0 501.3+7.6 1.5
H3 560 147.6 £6.3 387.6 1.3 2.6
H4 261 316.3+4.3 >1250 >4.0
H5 196 162.1 £6.8 >1250 >7.7
H6 201 874+54 >1250 >14.3
P 223 >1000 >1250 ND
Cloroformo Cl 293 68.2+43 132.6 £4.3 1.9
C2 43 344+3.7 >1250 >36.3
C3 126 440+23 >1250 >28.4
C4 462 259+43 >1250 >48.2
C5 142 35.8+6.96 >1250 >34.9
C6 352 102.3+£7.8 >1250 >12.2
C7 235 182.0+4.3 >1250 >6.9
C8 62 263.3+5.2 >1250 >4.7

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada extracto frente a las lineas celulares
evaluadas. El indice de selectividad (IS) representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular

L5178Y-R después de 72 h. ND: No determinado porque no presento actividad bioldgica.
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Figura 3. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas de la particion hexanica de M.

tenuiflora. Eluente hexano-cloroformo 3:7. A) Luz UV 245 nm; B) Luz UV 365 nm; C) Yodo.

Figura 4. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas de la particion cloroformica de

M. tenuiflora. Eluente cloroformo-acetato de etilo 1:1. A) Luz UV 245 nm; B) Luz UV 365 nm; C) Yodo.
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7.4.5. Rendimiento y actividad a antitumoral in vitro de los de las fracciones secundarias

de Mimosa tenuiflora

A partir de las fracciones obtenidas en el fraccionamiento primario se realizaron
otras cromatografias en columna dando lugar a fracciones secundaras (Tabla 9 y Tabla
10). De las fracciones secundarias de la particion de hexano la que mostré mayor actividad
fue H4-3 (Clso = 57.6 pg/mL; IS >21.7) y de las de cloroformo fue (Clso = 31.2 pg/mL;
IS >40.1.

Tabla 9. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las fracciones secundarias de la particion
hexanica de M. tenuiflora.

Fraccion Fraccion oblt)eerslgdo Clso (ng/mL) IS
primal‘ia secundaria (mg) L5178Y-R PBMC
HI1+H2 H1+H2-1 118 1873+ 8.1 4287+ 7.4 2.3
HI+H2-2 132 87.2£5.1 >500 >5.7
H3 H3-1 116 223.1+£5.3 263.2+4.3 1.2
H3-2 306 959+4.6 373.7+4.3 3.9
H3-3 58 552+3.6 121.3+£5.5 2.2
H3-4 32 93.0+5.6 219.8+7.0 2.4
H4 H4-1 8 NE NE NE
H4-2 132 111.6 £4.2 >1250 >11.2
H4-3 56 57.6 £6.5 >1250 >21.7
H4-4 27 128.4+1.3 >1250 >9.7
H5 H5-1 73 1269 £4.3 >1250 >9.7
H5-2 56 447+ 4.6 263.2+6.3 5.9
H5-3 23 90.8+4.3 302.7+5.3 33
H5-4 11 NE NE NE
Ho6 He6-1 11 NE NE NE
H6-2 76 75.6 £4.29 2248+3.9 3.0
H6-3 34 61.2+5.25 1148 +£2.6 1.9
H6-4 52 85.5+6.51 106.7+£5.4 1.3

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada extracto frente a las lineas celulares
evaluadas. El indice de selectividad (IS) representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular
L5178Y-R después de 72 h. NE: No evaluado por bajo rendimiento.
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Tabla 10. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las fracciones secundarias de la particion
hexanica de M. tenuiflora.

Fraccion Fraccion oblt);sl(i)do Clso (ng/mL) IS
primaria secundaria (mg) L5178Y-R PBMC
Cl Cl-1 39 248.0£5.7 3293 +£8.3 1.3
Cl1-2 57 >1000 NE NE
Cl1-3 81 1559+4.2 >1250 >8.0
Cl-4 27 >1000 NE NE
C1-5 15 NE NE NE
C2+C3 C2+3-1 10 NE NE NE
C2+3-2 44 436+22 >1250 >28.7
C2+3-3 61 31.2+3.2 >1250 >40.1
C2+3-4 7 NE NE NE
Cc4 C4-1 15 NE NE NE
C4-2 123 32.8+5.8 >1250 >38.1
C4-3 91 43.7+4.5 >1250 >28.6
C4-4 12 NE NE NE
C4-5 86 61.7+6.7 >1250 >20.3
Cs C5-1 10 NE NE NE
Cs-2 26 >1000 NE NE
C5-3 30 54.8+4.9 121.4+22 22
C5-4 52 532+ 6.9 282.7+5.7 53
Co C6-1 3 NE NE NE
C6-2 20 NE NE NE
Co6-3 153 346.3+7.8 373.7+£8.2 1.1
Co6-4 157 53.16£2.9 808.1+9.8 15.2
C7+C8 C7+ C8-1 22 4157+5.9 >1250 >3.0
C7+C8-2 11 NE NE NE
C7+C8-3 35 106.0 + 7.4 >1250 >11.8
C7+ C8-4 160 1772+46 5324482 3.0
C7+ C8-5 9 NE NE NE

Los datos representan las medias = DE de la Clso (ng/mL) para cada extracto frente a las lineas celulares
evaluadas. El indice de selectividad (IS) representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular
L5178Y-R después de 72 h. NE: No evaluado por bajo rendimiento o por no presentar actividad antitumoral.
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7.4.6. Rendimiento y actividad a antitumoral in vitro de los de las fracciones terciarias

de Mimosa tenuiflora

Ya que las fracciones C4-2 y C4-3 fueron las mas activas y presentaban un perfil
de metabolitos similar se unid estas fracciones y se les realizd otra cromatografia en
columna. Se obtuvieron 5 fracciones siendo la mas activa C4-2 + C4-3 -2 con una Clso de

20.98 pg/mL y un IS >59.58 (Tabla 5).

Asimismo, en la CCF de estas fracciones se puede observar que estas siguen
presentando una mezcla compleja de compuestos por lo cual debido a esto y a los bajos

rendimientos obtenidos se dejo hasta este punto el fraccionamiento biodirigido (Figura 5).

Tabla 11. Rendimiento y actividad antitumoral in vitro de los de las fracciones terciarias de la particion
cloroférmica de M. tenuiflora.

Fraccion Fraccion Peso obtenido Clso (ng/mL) IS
secundaria terciaria (mg) L5178Y-R _ PBMC
C4-2+C4-3 C4-2 + C4-3 -1 8 NE NE NE
C4-2 +C4-3 -2 73 21.0+2.6 >1250 >59.5
C4-2+C4-3-3 41 23.9+3.8 >1250 >52.2
C4-2+C4-3-4 53 509+49 >1250 >24.6
C4-2+C4-3-5 13 NE NE NE

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada extracto frente a las lineas celulares
evaluadas. El indice de selectividad (IS) representa la Clso de las PBMC entre la Clso de la linea celular
L5178Y-R después de 72 h. NE: No evaluado por bajo rendimiento.
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Figura 5. Cromatografia en capa fina de las subfracciones obtenidas de particionamiento

terciario de la particion cloroférmica de M. tenuiflora.

7.5. Identificacion del compuesto aislado de Mimosa tenuiflora

Siguiendo la metodologia de fraccionamiento (Figura 6), se logrd aislar un
compuesto de la particion hexanica de M. tenuiflora. Con base en los resultados de RMN-
H!, BC-RMN y MS (Anexos 2-5) se logro elucidar la estructura probable este compuesto
(Figura 7).
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Figura 6. Esquema del fraccionamiento biodirigido de M. tenuiflora. A: Extracciones Soxhlet
continuas; B: Cromatografia en columna; Mt: M. tenuiflora (1kg) H: paricidon con n-hexano; C: particion

con cloroformo; M: particiéon con metanol.
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Formula quimica CisH3sNO

Peso molecular 281.5 g/mol
Nombre IUPAC 5-tetradecilpirrolidin-2-ona

Iz

Figura 7. Estructura del compuesto aislado de M. tenuiflora.

7.6. Actividad biolégica del compuesto aislado de Mimosa tenuiflora

Se evalu6 la actividad antioxidante, hemolitica, anti-hemolitica, antitumoral y
antiparasitaria del compuesto aislado de M. tenuiflora. El compuesto no present6 actividad
antioxidante ni hemolitica y una actividad moderada antitumoral y antiparasitaria (Tabla

12).

Tabla 12. Actividad bioldgica del compuesto aislado de M. tenuiflora.

Parametro Clso (ng/mL) IS
DPPH >250 -
Hemolisis >1000 -
APPH 59.7 +4.17 -
L5178Y-R 87.22+5.05

>5.73

PBMC >500
T. spiralis 65.1+5.7 6.4
S. venezuelensis 1029+ 7.2 4.1
Vero 416.7+ 6.4 -

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ug/mL) para cada ensayo.
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7.7. Actividad antiparasitaria in vitro contra Trichinella spiralis de los extractos

metanolicos crudos y particiones

7.7.1. Actividad antiparasitaria in vitro de los extractos metanolicos crudos contra

Trichinella spiralis

Los extractos mas activos contra 7. spiralis fueron R. chalepensis (CLso = 28.2
ug/mL), J. spicigera (CLso = 44.8 pg/mL), J. dioica (CLso = 134.8 ug/mL), P.
decompositum (CLso = 148.5 pg/mL), S. aspera (CLso = 188.8 ug/mL) y L. tridentata

(CLso = 450.6 pg/mL), mientras que los demds extractos de plantas no afectaron a T

spiralis (CLso > 1000 pg/mL). Ademas, la mayoria de los evaluados fueron mas téxicos

para T. spiralis que para las células Vero, como lo evidencian las Clso. En cuanto a los IS,

R. chalepensis presento el mas alto con 22.40 (Tabla 13).

Tabla 13. Actividad nematicida in vitro contra 7. spiralis y actividad citotdxica contra la linea Vero de los

extractos metanodlicos crudos.

Actividad antiparasitaria (ug/mL)

Planta IS
CLso T spiralis Clso Vero

A. adstringens >1000 * >1000 * ND
A. ludoviciana >1000 2955+£6.6°¢ ND
C. citratus >1000 31.7+£3.9¢% ND
H. inuloides >1000 789.1+5.7"h ND
J. dioica 1348+7.6° 404.1£5.6¢ 2.3
J. spicigera 448+63° 168.9+3.5° 3.8
L. tridentata 450.6£9.2° 531.9+7.2¢ 1.2
M. tenuiflora >1000 >1000 ND
P. decompositum 148.5+8.6° 911.9+7.31 6.1
R. chalepensis 282+3.7% 631.8+6.4F 224
S. aspera >1000 678.7+2.8¢ ND
S. mexicanum 188.8+3.54¢ 893.4+641 4.7
Albendazol 0.0018 = 0.0001 NE -
Mebendazol 0.0033 +0.0005 NE -

Los datos son la media + DE de la CLsp o la Clso (ug/mL) para cada extracto frente a 7. spiralis y células
Vero. Letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes en la prueba post-hoc
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de Tukey (P < 0.05). SI representa la Clso de células Vero dividida por la CLso de T. spiralis a las 72 h.
TComo la CLso 0 la Clso fueron superiores a 1,000 pg/mL, estos valores no se consideraron para el analisis
de Tukey. ND: No determinado porque este extracto no mostré actividad en ninguna de las concentraciones
evaluadas. NE: No evaluado.

7.7.2. Actividad antiparasitaria in vitro de las particiones de Ruta chalepensis contra

Trichinella spiralis

Luego de identificar que el extracto de R. chalepensis fue el que presentd el mayor
IS, se obtuvieron sus particiones utilizando solventes de polaridad creciente (n-hexano,
cloroformo y metanol) y se evaluaron contra 7. spiralis. La particion con n-hexano mostrd
la mayor actividad (CLso = 19.0 pg/mL), seguida por las particiones de cloroformo (CLso
= 29.3 pg/mL) y metanol (CLso = 161.5 pg/mL). Ademas, la particion de n-hexano

presentd el mayor IS, seguida por las particiones de metanol y cloroformo (Tabla 14).

Tabla 14. Actividad antiparasitaria in vitro contra 1. spiralis y actividad citotdxica contra células Vero de
las particiones de R. chalepensis.

% Actividad antiparasitaria (ng/mL)
Particion Rendimiento SI
CLso T. spiralis Clso Vero
n-Hexano 1.55 19.0 £3.9* 147.6 + 4.4° 7.8
Cloroformo 0.90 29.3+£5.9° 65.4+3.8° 2.2
Metanol 7.76 161.5 £4.4¢ 994.7£6.7° 6.2

Los datos son la media = DE de la CLso 0 la Clso (ug/mL) para cada fraccion de R. chalepensis frente a T.
spiralis y células Vero. Letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes
segun la prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). El SI representa la Clso de las células Vero dividida por la
CLso de T spiralis a las 72 h.

7.8. Actividad antiparasitaria in vitro contra Strongyloides venezuelensis de los
extractos metandlicos crudos y particiones

7.8.1. Actividad antiparasitaria de extractos metandlicos crudos contra larvas de

Strongyloides venezuelensis en cultivo

Se evalud la actividad nematicida de los extractos vegetales contra L3 de S.

venezuelensis en distintos tiempos de incubacion (Tabla 15). Algunos extractos mostraron

60



actividad nematicida de manera dependiente del tiempo, ya que al aumentar el tiempo de
exposicion, los valores de la CLso disminuyeron. Los extractos mas activos fueron los de
R. chalepensis, J. spicigera, J. dioica, M. tenuiflora y S. mexicanum. Solo el extracto de
A. adstringens no afecto la viabilidad de S. venezuelensis en ningun tiempo (CLso > 1000

pug/mL).

Ademas, todos los extractos resultaron ser mas toxicos para S. venezuelensis que
para células Vero. Sin embargo, tinicamente los extractos de R. chalepensis, M. tenuiflora,
H. inuloides, S. mexicanum, P. decompositum, J. dioica y S. aspera presentaron un IS

mayor a 1 (Tabla 15).

Tabla 15. Actividad nematicida in vitro de los extractos metanolicos crudos contra larvas de S.
venezuelensis en cultivo.

CLso (ug/mL)
Planta IS
24 h 48 h 72 h
A. adstringens >1000 T >1000 * >1000 * ND
A. ludoviciana >1000 5747+4.7°¢ 5436+51°% 05
C. citratus 945.0+ 6.7  622.5+54" 586.1+4.5¢ 0.1
H. inuloides >1000 7 588.7+4.6° 556.9+48" 1.4
J. dioica 4253+49°% 404.8+43° 3824+46° 1.1
J. spicigera 319.4+4.8% 2946+£4.12% 271.4+49° 0.6
L. tridentata 7942 4+53% 6904+44¢ 6229+45" 0.9
M. tenuiflora 651.1+47¢ 5393+6.7¢ 4043+59¢ >25
P. decompositum 768.6+£53° 736.6+58" 6845+521 1.3
R. chalepensis 840.2+7.08 348.7+64° 2448+58°? 2.6
S. aspera 547.4+49°¢ 5294+£459 4999+6.1°¢ 1.4
S. mexicanum 9159+56" 890.5+48' 865.3+4.5] 1.0

Los datos son la media + DE de la CLso (ug/mL) para cada extracto frente a S. venezuelensis. Letras
diferentes dentro de la misma columna son significativamente diferentes analizadas mediante la prueba post-
hoc de Tukey (P < 0.05). SI representa la Clso de células Vero (Tabla 13) dividida por la CLso de S.
venezuelensis a las 72 h. "Como la CLso fue superior a 1,000 pg/mL, estos valores no se consideraron para
el andlisis de Tukey. ND: No determinado porque este extracto no mostr6é actividad en ninguna de las
concentraciones evaluadas.
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7.8.2. Actividad antiparasitaria de las particiones de R. chalepensis contra larvas de

Strongyloides venezuelensis en cultivo

Dado que el extracto de R. chalepensis mostré el mayor IS frente a S.
venezuelensis, se evaluaron las particiones de este extracto contra el parasito. La particion
de n-hexano mostrd la mayor actividad, seguida por la particion de cloroformo y luego la

de metanol, en todos los tiempos post-tratamiento (Tabla 16).

Tabla 16. Actividad antiparasitaria in vitro de las particiones de R. chalepensis contra larvas de S.
venezuelensis.

CLso (ug/mL)
Particion IS
24 h 48 h 72 h
n-Hexano 43.0+39?2 409+352 392+3.1°% 3.8
Cloroformo 126.7+4.7" 1153+£5.7° 1102 +6.4° 0.6
Metanol 367.1+£59°¢ 339.1+63°¢ 3147+55°¢ 32

Los datos son la media + DE de la CLso (ug/mL) para cada particion de R. chalepensis frente a S.
venezuelensis en distintos tiempos. Letras diferentes dentro de la misma columna son significativamente
diferentes segun la prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). El SI representa la Clso de las células Vero (Tabla
14) dividida por la CLso de S. venezuelensis a las 72 h.

7.9. Identificacion del compuesto aislado de Ruta chalepensis

Siguiendo la metodologia de fraccionamiento descrita en la Figura 8, se logro
aislar un compuesto de la particion hexanica de R. chalepensis. Con base en los resultados
de 'H-RMN (Anexo 6) se logro elucidar la estructura probable del compuesto aislado
(Figura 8), el cual corresponde a la chalepensina, uno de los compuestos mayoritarios

reportados en esta planta.
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Figura 8. Esquema del fraccionamiento biodirigido de R. chalepensis. A: Extracciones Soxhlet
continuas; B: Cromatografia en columna; Rc: R. chalepensis (1kg) H: paricion con n-hexano; C: particion

con cloroformo; M: particiéon con metanol.

Formula quimica C1eH 1405
Peso molecular 254.28 g/mol
Nombre IUPAC 6-(2-metilbut-3-en-2-il)furo[3,2-g]cromen-7-ona

Figura 9. Estructura de la chalepensina aislada de R. chalepensis.

7.10. Actividad antiparasitaria in vitro del compuesto aislado de Ruta chalepensis

7.10.1. Actividad antiparasitaria in vitro del compuesto aislado de Ruta chalepensis

contra Trichinella spiralis

Se evaluo la actividad nematicida de la chalepensina contra larvas del primer

estadio de 7. spiralis, observandose una actividad destacada. El compuesto present6 una
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CLso de 0.39 £ 0.02 uM frente a las larvas, mientras que su Clso en células Vero fue de
3365.9 = 58.3 uM, lo que resultd en un IS de 8630.5, indicando una alta especificidad

hacia el parasito en comparacion con células de mamifero.

7.10.2. Actividad antiparasitaria del compuesto aislado de Ruta chalepensis contra

Strongyloides venezuelensis en cultivo

En el caso de S. venezuelensis, la chalepensina fue evaluada frente a larvas L3 a
las 24, 48 y 72 h, observandose un efecto dependiente del tiempo. Las CLso obtenidas
fueron 5.7+ 1.2 uM alas24 h,3.9+ 1.3 uMalas48 hy 3.4+ 0.9 uM a las 72 h. Con
base en la CLso a las 72 h y la Clso previamente determinada en células Vero, se calculd
un IS de 990.0. Asimismo, la actividad observada por la chalepensina fue comparable a la
de la ivermectina, la cual present6 valores de CLso de 2.1 £ 0.1 uM alas 24 h, 1.6 £ 0.3
uMalas48 h,y 1.5+ 0.3 uM alas 72 h.

Asimismo, se evalud la actividad del compuesto frente a hembras adultas de S.
venezuelensis a los mismos intervalos de tiempo. A diferencia de lo observado con las
larvas, en este caso no se evidenci6 un efecto dependiente del tiempo, ya que la actividad
se manifestd desde las primeras 24 horas y no se increment6 en los tiempos posteriores.
Las CLso fueron 17.3 3.1 uM alas24 h, 17.1+29 uM alas48 hy 16.8§ £2.4 uM a las
72 h, con un indice de selectividad de 200.4, lo que indica una eficacia antiparasitaria

moderada contra la fase adulta del nematodo.

Ademas, se determino el estado de las hembras adultas de S. venezuelensis tras 72
h de exposicion a diferentes concentraciones de los compuestos evaluados. La
chalepensina provoco un 100% de mortalidad a una dosis de 30 uM. En comparacion, el
farmaco control ivermectina a 10 uM solo causo un efecto ligero sobre los pardsitos; sin
embargo, ese mismo efecto fue observado con chalepensina a una concentracion menor

de 3.8 uM, lo que resalta su mayor potencia (Tabla 17).
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Tabla 17. Categorias del estado de hembras adultas de S. venezuelensis a diferentes concentraciones de la
chalepensina.

Compuesto Concentracion Categoria
(M)
Chalepensina 30.0 Todas muestras
15.0 La mayoria afectadas y algunas muertas
7.5 Ligeramente afectadas
3.8 Ligeramente afectadas
1.9 Sanas
Ivermectina 10.0 Ligeramente afectadas

Las imégenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido revelaron
alteraciones morfologicas en los parasitos adultos tratados con el compuesto en
comparacion con el grupo control a las 72 h. En el grupo control, se observo una estructura
cuticular intacta (Figs. 10-A1 y 10-A2), junto con la morfologia plegada caracteristica en
la region posterior del pardsito (Fig. 10-A3). En contraste, la chalepensina indujo
principalmente la formacién de numerosas protuberancias distribuidas a lo largo de toda
la superficie del parasito (Fig. 10-C2), acompafiadas de un ligero desprendimiento de la
cuticula (Figs. 10-C1 y 10-C3). Es importante destacar que estas alteraciones especificas
estuvieron ausentes en el grupo tratado con ivermectina (Figs. 10-B1 a 10-B3), lo que
implica que la chalepensina podrian ejercer su efecto antiparasitario mediante un
mecanismo diferente al de la ivermectina. Ademas, a pesar de las diferencias en sus
mecanismos de accion, ambos compuestos, junto con la ivermectina, indujeron
modificaciones morfologicas observables, particularmente en la region posterior del

parasito, lo que refuerza su impacto potencial sobre la viabilidad e integridad estructural.
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Figura 10. Imagenes de microscopia electronica de barrido a 1000x de aumento (escala = 10 um)
de adultos de S. venezuelensis con diferentes tratamientos a las 72 h. A) Control; B) Ivermectina a 10 uM;

C) Chalepensina a 30 pM.

7.11. Actividad bioldgica del compuesto aislado de Ruta chalepensis

Se evalu6 la actividad antioxidante, hemolitica, anti-hemolitica, antitumoral y
antiparasitaria del compuesto aislado de R. chalepensis (Tabla 18). El compuesto no
presento actividad antioxidante, moderada actividad hemolitica, asi como buena actividad

citotoxica contra la linea de linfoma.

Tabla 18. Actividad biologica del compuesto aislado de R. chalepensis.

Parametro Clso (ug/mL) IS
DPPH >250 -
Hemolisis 101.07 +£4.20 -
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APPH 179.86 +4.76 -
L5178Y-R 19.15+1.94
PBMC >500

Los datos representan las medias + DE de la Clso (ng/mL) para cada ensayo.

>26.1

7.12. Actividad téxica aguda de la chalepensina

Se evaluo la actividad toxica aguda del compuesto aislado de R. chalepensis, la
chalepensina. Se observaron ciertos parametros fisicos y de comportamiento en los ratones
durante 14 dias después de la administracion del compuesto. En ninguna de las dos dosis

evaluadas, o el vehiculo, se present6 algun signo de toxicidad (Tabla 19).

También se monitored el peso de los ratones durante la prueba. En todos los grupos
hubo una ganancia de pesos al final el experimento (Figura 11). Asimismo, una vez que
se sacrificd a los animales se obtuvieron los higados y rifiones y se pesaron. Encontrando
que no hubo diferencia significativa entre los pesos de los drganos entre los diferentes

grupos (Figura 12).

Tabla 19. Parametros observados en la prueba de toxicidad aguda del compuesto chalepensina.

Observaciones
Parametro
Vehiculo 100 mg/kg 1000 mg/kg
Piel/Pelaje S.C. S.C. S.C.
Ojos y membranas mucosas S.C. S.C. S.C.
Signos respiratorios/cardiacos S.C. S.C. S.C.
Comportamiento en su entorno S.C. S.C. S.C.
Salivacion N.O. N.O. N.O.
Temblores N.O. N.O. N.O.
Convulsiones N.O. N.O. N.O.
Letargo N.O. N.O. N.O.
Adormilamiento N.O. N.O. N.O.
Coma N.O. N.O. N.O.
Mortalidad N.O. N.O. N.O.
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Necrosis S.C. macroscopico S.C. macroscopico S.C. macroscopico

S.C.: Sin cambio; N.O.: No observado
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Figura 11. Pesos iniciales y finales de los ratones tras la administracion de la chalepensina via IP. No hay

diferencia significativa entre los pesos iniciales y finales de cada tratamiento.
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Figura 12. Pesos de los rifiones (A) e higados (B) de los ratones tras 14 dias de la administracion de la

chalepensina via IP. No hay diferencia significativa entre los pesos de los 6rganos en cada tratamiento.

Ademas, se evaluaron diferentes parametros bioquimicos para determinar si el compuesto

producia algun tipo de dafio real o hepatico. En todos los grupos experimentales todos los valores

estuvieron dentro del rango normal de referencia (Tabla 20).
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Tabla 20. Perfil bioquimico hepatico y renal de los grupos en la prueba de toxicidad aguda.

Tratamiento
. . Valor de
Parametro Unidades 100 1000 referencia
Control Vehiculo mg/kg mg/kg

Glucosa mg/dL 185.0 152.6 143.5 140.7 85-281
Urea Nitrogenada mg/dL

(BUN) 25.0 294 224 313 7-31
Creatinina mg/dL 0.2 0.4 0.2 0.2 0.2-0.5
Bilirrubina total mg/dL 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1-0.7
Proteinas totales g/dL 5.0 5.0 4.6 5.2 49-73
Albumina g/dL 3.6 4.1 3.7 3.5 3.1-53
Aspartato U/L

aminotransferasa (AST) 167.5 277.0 111.1 163.0 67-381
Alanina U/L

aminotransferasa (ALT) 953 63.7 43.6 50.1 40-170
Fosfatasa alcalina U/L

(ALP) 175.8 202.4 157.5 129.9 108-367
2 Charles River 2012

Por ultimo, se realizé un conteo de eritrocitos. Determinando que el nimero de
eritrocitos en todos los grupos estuvo dentro del valor normal de referencia. Asimismo, no
hubo diferencia significativa entre los resultados obtenidos entre los diferentes grupos

(Tabla 21).

Tabla 21. Conteo de eritrocitos de los grupos en la prueba de toxicidad aguda.

Tratamiento Eritrocitos (x 10%mm?) Valor de referencia (x 10/mm?)?
Control 8.78 £0.63
Vehiculo 8.58 £0.88
7.1-9.5
100 mg/kg 8.69 £0.50
1000 mg/kg 8.92 + 0.38

2 Santos et al. 2016). No hay diferencia significativa entre los conteos de eritrocitos en cada tratamiento
P>0.05.
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7.13. Actividad antitumoral in vivo de la chalepensina en el modelo de linfoma

murino L5178Y-R

Se evaluo el efecto antitumoral in vivo de la chalepensina en un modelo murino de
linfoma L5178Y-R. Los tratamientos se iniciaron el dia 8, cuando el volumen tumoral
alcanzo6 aproximadamente los 100 mm?. Se establecieron cuatro grupos experimentales:
un grupo control sin tratamiento (solo implantaciéon tumoral), un grupo vehiculo (recibid
el disolvente de la chalepensina), un grupo tratado con tres dosis de chalepensina (100
mg/kg), y un grupo tratado con tres dosis de vincristina (0.05 mg/kg), este ultimo como

control positivo con un antineoplésico de referencia.

Durante los dias de tratamiento (dias 8, 10 y 12), se observo una disminucion en
la tasa de crecimiento tumoral (Figura 13). Asimismo, el andlisis del 4rea bajo la curva del
crecimiento tumoral hasta el dia 15 evidencid una reduccidn significativa en la carga
tumoral total en el grupo tratado con chalepensina en comparacién con el control negativo
(Figura 13). Ademads, el tratamiento con chalepensina incrementd la mediana de
supervivencia de los ratones, incluso superando al grupo tratado con vincristina, con un

aumento en la esperanza de vida del 35.7 % (Figuras 15 y 16, Tabla 22).
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Figura 13. Volumen tumoral de ratones BALB/c hembras tratados con chalepensina, vincristina, vehiculo

y sin tratar.

70



%k

3

15000+ ns

10000

5000

|| 1
Tumor Vehiculo Vincristina Chalepensina

Area integrada bajo la curva (mm

z

Figura 14. Areas integradas bajo la curva del volumen tumoral hasta el dia 15 post implantacién del

tumor. ** p <0.01, * p <0.05, ns P> 0.05.
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Figura 15. Sobrevivencia de ratones BALB/c hembras tratados con chalepensina, vincristina, vehiculo y

sin tratar.
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Figura 16. Dias para alcanzar punto terminal en los ratones bajo los distintos tratamientos. * P < 0.05.

Tabla 22. Eficacia terapéutica de los distintos tratamientos en ratones BALB/c portadores linfoma
L5178Y-R.

Grupo Tiempo para llegar a Mediana del tiempo Incremento en Ila
punto terminal (dias) de supervivencia esperanza de vida
(dias) (%)
Tumor 15+3 14 -
Vehiculo 14+2 13 7.1
Vincristina 19+5 16.5 17.9
Chalepensina 22+8 19 35.7

7.14. Actividad antiparasitaria in vivo en un modelo murino de 7richienlla spiralis

Se evaluo la eficacia de la chalepensina frente a 7. spiralis en un modelo murino,
comparandola con albendazol en tres etapas de la enfermedad (Figura 17). En la fase
intestinal (Tiempo 1), la chalepensina redujo el nimero de larvas por gramo de tejido
muscular en un 90.7 % respecto al grupo control, alcanzando la eliminacion completa del
parésito en el 50 % de los animales (4/8). De manera similar, el albendazol logré una
reduccion media del 91.4 % y elimin6 totalmente el parasito en el 25 % de los ratones

(2/8). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
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tratamientos en esta etapa, lo que indica que la chalepensina es tan eficaz como el
albendazol contra las larvas intestinales.

Durante la fase migratoria de larvas (Tiempo 2), la chalepensina disminuy¢ el
conteo de larvas en un 37.5%, aunque esta reduccion no fue significativa frente al control.
El albendazol, por su parte, obtuvo un descenso del 52.1%, sin diferenciarse
significativamente de la chalepensina. Estos resultados sugieren que ambos compuestos
muestran un efecto comparable sobre las larvas migratorias.

En la etapa de larvas enquistadas en el musculo (Tiempo 3), la chalepensina indujo
una reduccion del 37.0 % en el nimero de larvas, nuevamente sin significacion estadistica.
En contraste, el albendazol alcanz6 una disminucion del 86.9%, lo que refleja su mayor
eficacia en esta fase tardia de la infeccion. En conjunto, estos hallazgos demuestran que
la chalepensina iguala al albendazol en la fase intestinal, mantiene un efecto similar
durante la migracion larvaria y presenta menor, aunque relevante, actividad antiparasitaria

en la fase muscular.
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Figura 17. Actividad antiparasitaria in vivo de la chalepensina y el albendazol frente a 7. spiralis en tres
momentos diferentes con una dosis de 50 mg/kg. C: control; Alb: albendazol; Cha: chalepensina; T1:

dias 0, 1 y 2; T2: dias 13, 14 y 15; T3: dias 34, 35 y 36; *** P<.001; ns P>0.05.
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En los animales no tratados, las capsulas quisticas mostraron un contorno grueso

y definido (Figura 18 A). Tras la administracion de los tratamientos, las capsulas mostraron

ser mas delgadas, salvo en el caso de Alb T1 (Figura 18B), donde la escasa presencia de

larvas impidi6 visualizarlas en los cortes histologicos. En el grupo Cha T1, se observo una

desestructuracion parcial de la capsula, coincidiendo con una de las mayores

disminuciones en el recuento de larvas (Figura 18E). En cuanto al infiltrado inflamatorio

pericapsular, fue abundante en el control (Figura 18A), moderado en los ratones tratados

con albendazol (Figuras 178-D) y minima en aquellos expuestos a chalepensina (Figuras

18E—-G). Estos hallazgos indican que, ademas de reducir la carga larvaria, la chalepensina

atenua la inflamacion localizada alrededor de los quistes.

Tabla 23. Reduccion en el recuento larvario y cambios morfologicos observados en los quistes de 7.

spiralis.
Grupo Larvas/gramo % Reduccion Grosor de la Infiltrado inflamatorio
capsula pericapsular

Control 696.5 £ 268.7 - ++ +++

AIbT1 59.8 +£145.6 91.4 * *

Alb T2 333.9+189.0 52.1 + ++

Alb T3 91.5+124.9 86.9 + ++

Cha Tl 64.7 +£106.8 90.7 - +

Cha T2 435.4+201.8 37.5 + +

Cha T3 438.5+242.6 37.0 + +

Grosor de la capsula de los quistes: ++grueso, +delgado, —discontinuo. Infiltrado inflamatorio

pericapsular: + minimo, ++ leve, +++ intenso. *No se observaron larvas.
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Figura 18. Cortes histoldgicos de la extremidad anterior derecha de los ratones tefiidos con hematoxilina y
eosina (escala =200 pm). A) Control; B) Albendazol T1; C) Albendazol T2; D) Albendazol T3; E)
Chalepensina T1; F) Chalepensina T2; G) Chalepensina T3.
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8. DISCUSION

Las plantas son una fuente esencial de compuestos quimicos con diversas
actividades biologicas (Vaou et al. 2021). Desde la antigliedad se han usado las plantas
para aliviar distintos padecimientos (Giannenas et al. 2020) y en la actualidad la mayoria
de los farmacos provienen de plantas (Chaachouay y Zidane 2024). En este trabajo se

exploro6 el potencial farmacologico de algunas plantas mexicanas etnomedicinales.

Los extractos de plantas son mezclas complejas de distintos compuestos
pertenecen a diferentes clases quimicas, incluyendo terpenos, saponinas, glucésidos
cianogénicos, flavonas, isoflavonas, taninos, cumarinas y otros fendlicos (Tava et al.
2022). En este estudio se determind que cada extracto de las plantas estudiadas presentaba

un perfil fitoquimico distinto.

Como parte de la evaluacion biologica de los extractos se evalud su actividad
antioxidante. Las células producen radicales libres como parte de su metabolismo, los
cuales pueden causar dafio oxidativo y aumentar el riesgo de padecer enfermedades como
trastornos cardiovasculares, diabetes y cancer. Los antioxidantes son compuestos que
previenen el dafio oxidativo a las células (Ibrahim et al. 2021). Los extractos con un Clso
< 50 pg/mL se consideraron con actividad antioxidante relevante (De La Cruz-Jiménez
et al. 2022). En este contexto, las plantas que mostraron actividad relevante antioxidante
fueron M. tenuiflora, J. spicigera, A. adstringens y S. aspera. Destacandose el potencial

antioxidante de M. tenuiflora, siendo este superior al acido ascdrbico.

Ademas, se evaluo el efecto antihemolitico de los extractos utilizando el radical
AAPH para generar radicales peroxilo e inducir oxidacion de las membranas de los
eritrocitos humanos, lo cual conduce a hemolisis (Elizondo-Luévano et al. 2021). Se
observd un efecto antihemolitico significativo en todos los extractos evaluados en
comparacion con el control positivo, destacado la actividad de A. adstringens, H.

inuloides, P. decompositum 'y S. aspera.

Asimismo, se evalud la actividad hemolitica de los extractos. Este ensayo es muy
importante para determinar la citotoxicidad de un extracto o compuesto que se evaluara

en un sistema bioldgico (Sabg et al. 2023). Se determind que ninguno de los extractos fue
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toxico para los eritrocitos humanos, conforme a los criterios establecidos por Lopez
Villarreal et al. (2022). Los extractos de 4. adstringens y S. aspera presentaron la menor
actividad, con valores de Clso de 268.40 y 262.80 pg/mL, respectivamente. Por otro lado,
los extractos de S. mexicanum, A. ludoviciana, P. decompositum, P. obtusifolium, M.

tenuiflora y L. tridentata mostraron valores de Clso superiores a 1,000 pg/mL.

Por otra parte, en este estudio las 12 plantas evaluadas presentaron actividad
antitumoral contra la linea de linfoma L5178Y-R al presentar una Clso > 500 ug/mL
(Ntungwe et al. 2021). Asi como un IS mayor o igual a 2 al utilizar células PBMC como
control no tumoral (Rashidi et al. 2017). Las tres plantas con la mayor actividad fueron 4.
ludoviciana, J. spicigera 'y M. tenuiflora. De A. ludoviciana se ha reportado su actividad
antitumoral en células MB-231 y NCI-417 (Ramirez-Erosa et al. 2007). Mientras que de
J. spicigera se ha reportado actividad contra las lineas TF-1, Calo, InBl, T47D y HeLa
(Alonso-Castro et al. 2012). Por ultimo, extractos de M. tenuiflora asi como compuestos
aislados de esta planta se han probado contra diversas lineas celulares sin presentar buenos
resultados (Anton et al. 1993; Silva et al. 2020). En contraste, en este estudio las
particiones de M. tenuiflora fueron las que presentaron la mayor actividad y los IS mas
altos, por lo cual se realiz6 un fraccionamiento biodirigido de esta planta, logrando aislar
un compuesto de la particion hexdnica el cual presento in vifro moderada actividad
antitumoral y antiparasitaria. Este es el primer reporte del aislamiento de este compuesto

en esta planta y su actividad bioldgica.

Por otro lado, en este estudio, solo 6 de las 12 plantas evaluadas mostraron
actividad contra T spiralis, siendo R. chalepensis, J. spicigera y J. dioica las plantas mas
activas. Mientras que, 11 plantas mostraron actividad contra S. venezuelensis. En la
literatura se encuentran multiples reportes sobre el efecto antiparasitario de R. chalepensis
contra diversas especies, incluidas Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica (Ntalli
etal. 2011), T circumcinta, H. contortus y Trichostrongylus spp. (Ortu et al. 2017).
Ademas, se ha demostrado que J. spicigera tiene actividad contra los trematodos Fasciola
hepatica (Ibarra-Moreno et al. 2012) y Schistosoma mansoni (Awad et al. 2018). A pesar

de que no se ha reportado actividad antiparasitaria de J. dioica, uno de sus compuestos, la
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naftoquinona 4a, mostr6 actividad contra Taenia crassiceps (Aranda-Lopez et al. 2021).

Esto subraya el potencial antiparasitario de estas plantas.

Dado que el extracto de R. chalepensis mostrod la mayor actividad antiparasitaria
contra ambas especies, se obtuvieron sus particiones para evaluar su actividad. En ambos
parasitos, la particion de n-hexano presento la mayor actividad, seguida por las particiones
de metanol y cloroformo. Se trabajo con la particion de n-hexano para aislar sus
principales compuestos bioactivos, aislando un compuesto que se identifico como
chalepesina. Siendo este uno de los compuestos mayoritarios reportados en esta planta

(Al-Majmaie et al. 2021).

La chalepensina ha sido aislada de diversas plantas, especialmente de aquellas
pertenecientes a la familia Rutaceae. Aunque se ha reportado su actividad in vitro contra
Entamoeba histolytica (Quintanilla-Licea et al. 2016), este es el primer estudio que

documenta su efecto antiparasitario en organismos mas complejos, como los helmintos.

Para ser considerada un fAirmaco potencial, una molécula debe cumplir con ciertos
criterios fisicoquimicos, como los establecidos en la Regla de los Cinco de Lipinski. Esta
regla ayuda a predecir la biodisponibilidad oral en funcion del peso molecular, los enlaces
de hidrégeno y la lipofilia. La chalepensina cumple con todos estos criterios sin presentar
ninguna violacidn, lo que sugiere que podria ser una candidata prometedora para el

desarrollo de fArmacos (Nahar et al. 2021).

Se llevo a cabo un ensayo de toxicidad aguda en un modelo murino para evaluar
la seguridad de la chalepensina antes de continuar con los ensayos de actividad biologica
in vivo. Se evaluaron dos dosis via IP de 100 mg/kg y 1000 mg/kg. En este ensayo, los
parametros hematologicos y bioquimicos son buenos indicadores para determinar la
toxicidad inducida por farmacos (Anadon et al. 2014). Cualquier variacion en el sistema
hematologico es un indicador de toxicidad (Al-Afifi etal. 2018). Asimismo, los
parametros bioquimicos, incluyendo ALT, AST, glucosa, colesterol total, triglicéridos,
creatinina, proteinas totales y bilirrubina total, son buenos indicadores de la funcidén
hepatica y renal, de las vias metabolicas y biomarcadores para predecir la posible
toxicidad de los farmacos (Kalas et al. 2021). Niveles aumentados de las enzimas séricas

AST, ALT y ALP indican dafio en la estructura e integridad del higado ya que son de origen
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citoplasmatico y se liberan en la sangre tras un dafo hepatico (Ouassou et al. 2021). De
igual manera, la evaluacion de cambios histopatologicos en oOrganos es un pilar
fundamental en la valoracion de la seguridad de medicamentos en desarrollo, donde la
inflamacion, fibrosis o necrosis es un indicador relevante de dafio tisular (Canh Pham et al.
2023; Ramachandran y Kakar 2009). En este estudio, ninguna de las dos dosis evaluadas
provoco mortalidad ni alteraciones en pardmetros fisicos, de comportamiento, conteo de
eritrocitos, peso y morfologia de 6rganos esenciales, ni en las enzimas hepaticas y renales.
Estos resultados respaldan que la administracion de chalepensina a una dosis de 1,000

mg/kg es segura para su aplicacion en estudios posteriores de actividad biologica in vivo.

En el modelo in vivo de T. spiralis, la chalepensina administrada por via oral a una
dosis de 50 mg/kg logré una reduccion del 90.7% en la fase intestinal, comparable al
albendazol (91.4%). Sin embargo, en las fases migratoria y de larva enquistada, su eficacia
disminuy6 a 37.5% y 37.1%, respectivamente, frente al 52.1% y 86.9% del albendazol.
Ya esta bien documentado que el albendazol presenta buena actividad sobre la fase
intestinal, pero su eficacia disminuye en la fase migratoria y es limitada en la fase
enquistada (Eissa et al. 2022). Sin embargo, en este trabajo en la fase enquistada el
albendazol mostro buena eficacia, sin embargo, esto puede estar relacionado con aspectos
metodologicos, como el muestreo limitado a musculos de las extremidades posteriores,
sin incluir tejidos con alta carga larval como la lengua o el diafragma (Eissa et al. 2022;

Kapel et al. 2005).

Los analisis histologicos mostraron capsulas quisticas mas delgadas en los grupos
tratados, lo que sugiere un efecto estructural sobre las larvas encapsuladas, posiblemente
facilitando la accidn antiparasitaria de los compuestos. También se observd una menor
infiltracion inflamatoria en los grupos tratados con chalepensina, lo que podria atribuirse

a la conocida actividad antiinflamatoria de las furanocumarinas (Shtratnikova 2023).

Aunque el presente estudio no incluyd ensayos para esclarecer el posible
mecanismo de accion de la chalepensina, la literatura previa indica que las
furanocumarinas poseen propiedades de union al ADN, lo que podria interferir con
funciones bioldgicas esenciales de esta macromolécula. Esta interaccion se ha propuesto

como un mecanismo principal detrds de sus actividades antimicrobianas (Bruni et al.,
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2019). Esto resulta especialmente relevante considerando que los derivados de
benzimidazol-2-carbamato, cominmente usados para tratar la triquinelosis, se unen a la
tubulina y alteran la formaciéon de microtubulos, lo que provoca la muerte de los parasitos
(Jang et al., 2024). Por lo tanto, la identificacion de compuestos con un mecanismo de
accion distinto seria de gran interés, particularmente en el contexto de cepas
potencialmente resistentes a los fdrmacos. En consecuencia, se requieren estudios
adicionales para explorar los objetivos moleculares y las vias especificas afectadas por la

chalepensina en 7. spiralis.

Quda pendiente para estudios inmediatos evaluar la eficacia de la chalepensina a
dosis mas altas y con periodos de tratamiento prolongados para determinar si estas
modificaciones pueden mejorar la reduccion larval, tal como se ha observado en otros
estudios (Mavrova et al., 2005). Ademas, realizar el conteo de larvas en una mayor
variedad de tejidos permitiria una valoracion mas completa de la eficacia del tratamiento.
Por ultimo, también deberia explorarse el posible efecto sinérgico de la combinacion de
chalepensina con albendazol, una estrategia que ha mostrado resultados prometedores con

otros compuestos (Albogami, 2023).

Por 1ultimo, en cuanto a la actividad antitumoral de la chalepensina, esta mostro
optima actividad in vitro contra la linea de linfoma L5178Y-R. Aunque la actividad
antitumoral de este compuesto ha sido poco explorada, algunos estudios han demostrado
una respuesta favorable frente a células de carcinoma pulmonar (A-549) (Richardson et al.
2016). Asimismo, en el ensayo in vivo, este compuesto mostrd una disminucion en la tasa
de crecimiento tumoral durante el periodo de administracion, asi como un incremento en
la esperanza de vida de los organismos evaluados. Este efecto ya ha sido observado
previamente en el mismo modelo experimental, pero utilizando el extracto en acetato de
etilo de Aspergillus versicolor (Clark-Pérez et al. 2024). Por lo cual como perspectiva se
propone evaluar un esquema de administracion mas prolongado y a mayores dosis para

determinar si se puede potenciar el efecto antitumoral observado.

En este estudio no se analizaron las vias de sefializacion que se ven afectadas por
la chalepensina, sin embargo, en células A-549 se ha determinado que este compuesto

induce apoptosis mediada por mitocondrias, ademas de regular negativamente inhibidores
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de la apoptosis como Bcl-2, survivina, Bcl-x1 y cFLIP. Asimismo, promueve la liberacién
de citocromo c y activa las caspasas 9 y 3 para inducir el proceso apoptdtico (Richardson
et al. 2016). En este sentido, resulta relevante analizar estas vias en células L5178Y-R para

esclarecer si el compuesto actia mediante un mecanismo similar en esta linea celular.
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9. CONCLUSIONES

La mayoria de los extractos metandlicos crudos de las plantas evaluadas
presentaron buena actividad antitumoral y antiparasitaria in vitro.

El extracto metanolico crudo de M. tenuiflora presento la mejor actividad
antitumoral in vitro contra la linea L5178Y-R (Clso =47.1 pg/mL; IS >21.2).

A partir de la particion hexanica del extracto de M. tenuiflora se aislé el compuesto
S-tetradecilpirrolidin-2-ona, el cual presentd in vitro moderada actividad
antitumoral (Clso = 87.3 pg/mL; IS > 5.73) asi como moderada actividad
antiparasitaria contra 7. spiralis (CLso = 65.1 pg/mL; IS = 6.4) y S. venezuelensis
(CLso=102.9 pg/mL; IS =4.1).

El extracto metanolico crudo de R. chalepensis presentd Optima actividad
antiparasitaria in vitro contra 7. spiralis (CLso = 28.2; IS =22.4) y S. venezuelensis
(CLso =244.8; IS = 2.6).

De la particion hexanica del extracto de R. chalepensis se aislo el compuesto
chalepensina, el cual presentd in vitro buena actividad antitumoral (Clso = 19.2
pg/mL; IS >26.1) y antiparasitaria contra S. venezuelensis (Clso = 3.4 uM; IS =
990) y T spiralis (Clso = 0.39 uM; IS = 8630.5).

La chalepensina no mostré signos de toxicidad aguda en ratones BALB/c al ser
administrada por via intraperitoneal a una dosis de 1000 mg/kg, lo que sugiere un
perfil de seguridad adecuado para su evaluacion in vivo.

La chalepensina mostrd actividad antiparasitaria significativa in vivo contra
Trichinella spiralis en un modelo murino, logrando una reduccion del niumero de
larvas entre el 37% y el 90.7%, dependiendo del estadio del parasito en el que fue
administrada.

La chalepensina mostrd actividad antitumoral in vivo en un modelo murino de
linfoma L5178Y-Y, al reducir la tasa de crecimiento tumoral y extender la

esperanza de vida de los ratones en un 35.7%.
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10. PROSPECTIVAS

Evaluar la toxicidad crénica en un modelo murino del compuesto chalepensina,
asi como cortes histologicos de distintos 6érganos para observar posibles dafios en
los tejidos.

Determinar la farmacocinética de la chalepensina.

Realizar un nanoencapsulamiento del compuesto chalepensina y evaluar si esto
mejora su actividad biologica.

Evaluar dosis mas altas al igual que un esquema de administracion mas prolongado
de la chalepensina en ambos modelos in vivo.

Evaluar sinergismo de la chalepensina con los firmacos de referencia.
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ANEXO 1
Carta de ingreso de plantas al herbario de la FCB-UANL.

@

UNIVERSIDAD AUTONOMA DFE NUEVO LEON FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA
HERBARIO UNL

A QUIEN CORRESPONDA:

Por este conducto me permito informar que el Dr. RAMIRO QUINTANILLA LICEA entrego al
Herbario UNL dieciseis (16) muestras herbolarias, como parte del Proyecto Académico: Capacidad
antitumoral, citotoxica y citoprotectora in vitro e in vivo de moléculas presentes en plantas de origen
mexicano de uso etnofarmacologico tradicional, del cual es Asesor.

La referencia de las muestras entregadas se presenta en la siguiente tabla e incluye el nimero de
registro en la coleccién de nuestro herbario institucional.

MATERIAL VEGETAL

No. de Folio Género Especie | Familia |
30642 Amphipterygium | adstringens | Anacardiaceac |
30643 Artemisia | ludoviciana | Asteraceae 1
30644 Cymbopogon | citratus ' Poaceae f
30645 Haematoxylum | brasiletto ~ Fabaceas |
'3064h Heterotheca ! inutoides ' Asteraceae |
30647 Hippocralea | excelsa Celastraceae
30648 Jatropha | dioica Euphorbiaceae |
30649 Justicia | spicigera Acanthaceas |
30650 Larrea | tndentata Zygophyllaceae |
30651 Mimosa 7 tenuifiora "~ Fabaceae |
30652 Psacalium | pettatum Asteraceae
30653 | Pseudognaphalium | obtusifolium | Asteraceae
30654 ‘ Ruta A chalepensis " Rutaceae
30655 | Smilax ~ | aspera ~ Smilacaceae |
30656 | Tagetes | lucida Asteraceae
30657 | Turnera | diffusa Turneraceae

Sin mas por el momento, se extiende la presente para los fines que al interesado convengan.

ATENTAMENTE
Cd. Universitaria, a 7 de Noviembre de 2021

c.op.archivo, Herbario UNL

Pedro de Alba y Manuel Barragan s/n

Cd Universitaria, San Nicolas de los Garza, N. L
Apartado Postal F-2 y F-38, C P. 66451

Tels y Fax: 8329-4110 ext. 6456. 8298-2126 y 8114-34565
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ANEXO 2.

Analisis de MS del compuesto aislado de M. tenuiflora.
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ANEXO 3.

Analisis de "TH-RMN del compuesto aislado de M. tenuiflora.
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ANEXO 4.

Analisis de >*C-RMN del compuesto aislado de M. tenuiflora.
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ANEXO S.

Analisis de COSY del compuesto aislado de M. tenuiflora.
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ANEXO 6.

Analisis de '"H-RMN del compuesto aislado de R. chalepensis.
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ANEXO 7.

Carta de aceptacion de estancia.

oL Centro de Investigacion en Biotecnologia

.W@%@m

) Laboratorio de Biotecnologia Ambiental
UNIVERSIDADR AUTONOMA DEL
ESTADD DE MORELDS

iy
AT
CEIB

ETHTR
t

Cuemavaca, Morelos, 10 de julio de 2024
CEIB/290/2024

Ref. Carta de invitacion a la M. en C. Nancy Edith Rodriguez Garza
A gquien corresponda:

Por medio de la presente, le informo que la M. en C. Nancy Edith Rodriguez Garza, estudiante
de doctorado en Ciencias con orientacion en Inmunobiologia de la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn, realizé una estancia de investigacion en nuestro Laboratorio del 02 de abril al 08
de julio de 2024. Durante la estancia, la estudiante aplicd diversas metodologias para la
caracterizacion de compuestos bioactivos con actividades especificas en el area médica.

Sin otro particular,

Atentamente

Por una humanidad culta

Dr. Andrés Garcia Romero
Investigador del Centro de'Investigacion en Biotecnologia
Tel. 7351260837
Correo electronico: andres. garcia@uaem.edu.mx

-
Aw. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuemavaca Marelos, México, 62208, U/_\ I:, .I\'/‘
R

Torre de Laboratorios CEIB, Tel, (V77) 329 Y057 celb@uaem, mx ECTORIA
EC [

2023-2029

I
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CONGRESOS

17* Reunion Internacional de Investigacion en Productos Naturales
Comunicacion poster

Titulo: Actividad citotoxica contra el linfoma L5178Y-R y actividad proliferativa sobre
PBMC del extracto metanolico de Mimosa tenuiflora (tepezcohuite).

Autores: Nancy E. Rodriguez Garza, César I. Romo Saenz, Ricardo A. Gémez Flores,
Patricia Tamez Guerra, Joel H. Elizondo Luévano, Jesica M. Ramirez Villalobos, Maria J.
Verde Star y Ramiro Quintanilla Licea.

Fecha: 18 al 20 de mayo de 2022, Monterrey, N.L., México

IX Jornadas de Investigadoras de Castilla y Leon. La Aventura de la Ciencia y la
Tecnologia

Comunicacion Poster

Titulo: Actividad nematicida de Ruta chalepensis L. (ruda) contra Strongyloides
venezuelensis

Autores: Nancy E. Rodriguez Garza, Ricardo A. Gémez Flores, César I. Romo Saenz,
Ramiro Quintanilla Licea, Miguel Marin Folgado, Joel H. Elizondo Luévano, Antonio
Muro Alvarez y Julio Lopez Aban.

Fecha: 9 al 10 de febrero de 2023, Salamanca, Espana

XXXIV Molecular Parasitology Meeting
Comunicacion Poster

Titulo: In vitro evaluation of Ruta chalepensis L. as a potential treatment for Trichinella
spiralis

Autores: Nancy E. Rodriguez-Garza, Ricardo A. Gomez-Flores, Ramiro Quintanilla-
Licea, Joel H. Elizondo-Luevano, César I. Romo-Saenz, Antonio Muro-Alvarez y Julio
Lopez-Abéan

Fecha: 17 al 21 septiembre de 2023, Woods Hole, Massachusetts, Estados Unidos
(Online)
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XI Congreso Internacional de Parasitologia Neotropical
Comunicacion Poster

Titulo: Actividad nematicida del extracto metandlico de Psacalium decompositum contra
Trichinella spiralis y Strongyloides venezuelensis

Autores: Nancy E. Rodriguez Garza, Ricardo Gomez Flores, Ramiro Quintanilla Licea,
Joel Horacio Elizondo Luevano, César Ivan Romo Saenz, Antonio Muro Alvarez y Julio
Lopez Aban

Fecha: 13 al 17 noviembre del 2023, Ciudad del Carmen, Campeche, México (Online)

19? Reunidn Internacional de investigacion en Productor Naturales
Comunicacion Poster

Titulo: Actividad inhibitoria contra células de adenocarcinoma cervical humano (HeLa)
del extracto metandlico de Heterotheca inuloides Cass. (Arnica)

Autores: Nancy E. Rodriguez Garza, Ricardo A. Gomez Flores, Patricia Tamez Guerra,
Joel H. Elizondo Luévano, Ramiro Quintanilla Licea y César I. Romo Saenz

Fecha: 22 al 25 de mayo del 2024, Cuernavaca, Morelos, México

Fifth Annual International Congress of Doctoral Students of the University Miguel
Hernandez de Elche

Comunicacion Poster

Titulo: Potencial antiparasitario de plantas mexicanas etnomedicinales: estudio in vitro
contra Trichinella spiralis y Strongyloides venezuelensis

Autores: Nancy E. Rodriguez Garza, Ricardo Gomez Flores, Ramiro Quintanilla Licea,
César I. Romo Séenz, Ana L. Delgado Miranda, Miguel Marin, Javier Sdnchez Montejo y
Julio Lopez Aban

Fecha: 6 al 7 febrero del 2025 (Online)
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PUBLICACIONES

Rodriguez-Garza, N. E., Quintanilla-Licea, R., Romo-Saenz, C. 1., Elizondo-Luevano,
J. H., Tamez-Guerra, P., Rodriguez-Padilla, C., & Gomez-Flores, R. (2023). In Vitro
Biological Activity and Lymphoma Cell Growth Inhibition by Selected Mexican
Medicinal Plants. Life, 13(4), 958. https://doi.org/10.3390/life13040958

e Factor de impacto: 3.4
e Quartil: QI en Biologia (22/107)

Abstract: Cancer is a major health problem with significant morbidity and mortality. In
addition, plants are a source of metabolites with diverse biological properties, including
antitumor potential. In this study, we investigated the in vitro murine lymphoma L5178Y-
R cell growth inhibition, human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) toxicity and
proliferation, and antioxidant, hemolytic, and anti-hemolytic activities of methanol
extracts from 15 plants of traditional use in Mexico. Justicia spicigera caused the highest
tumor cell growth inhibition with a half maximal inhibitory concentration (ICso) of 29.10
ng/mL and a selectivity index >34.36 compared with those of PBMC, whereas Mimosa
tenuiflora showed the highest lymphoproliferative activity from 200 pg/mL compared
with that induced by concanavalin A. In addition, M. tenuiflora showed an antioxidant
effect (ICso = 2.86 pg/mL) higher than that of ascorbic acid. Regarding the hemolytic and
anti-hemolytic activity, all extracts presented significant anti-hemolytic activity. The
extract of J. spicigera is emerging as a possible source of effective antineoplastic
compounds.

Elizondo-Luévano, J. H., Rodriguez-Garza, N. E., Bazaldua-Rodriguez, A. F., Romo-
Saenz, C. 1., Tamez-Guerra, P., Verde-Star, M. J., Gomez-Flores, R., & Quintanilla-Licea,
R. (2023). Cytotoxic, Anti-Hemolytic, and Antioxidant Activities of Ruta chalepensis L.
(Rutaceae) Extract, Fractions, and Isolated Compounds. Plants, 12(11), 2203.
https://doi.org/10.3390/plants12112203

e Factor de impacto: 4.1
e Quartil: Q1 en Ciencia de las Plantas (45/273)

Abstract: Ruta chalepensis is an herb used to treat various ailments, and its potential
cytotoxic effects on different tumor cell lines have been extensively studied. The present
study aimed to evaluate the cytotoxic activity of R. chalepensis methanol extract (RCME),
sub-partitions obtained from solvents of increasing polarity, and major compounds, as
well as their hemolytic, anti-hemolytic, and antioxidant potential. The in vitro cytotoxic
activity against the human hepatocarcinoma (HEP-G2) and the murine lymphoma cell line
(L5178Y-R) was evaluated using the colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay, whereas selectivity indices (SIs)
were determined by comparing cytotoxicity against normal African green monkey kidney
cells (VERO) and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Hemolytic and
anti-hemolytic activities were evaluated on human erythrocytes. The most effective
cytotoxic treatment was evaluated for nitric oxide release by J774A.1 macrophages.
Antioxidant activity of R. chalepensis material was also determined. Results showed that
RCME produced significant (p < 0.05) cytotoxicity in HEP-G2 (ICso = 1.79 pg/mL) and
L5178Y-R (ICso = 1.60 pg/mL) cells and exhibited high SIs (291.50 and 114.80,
respectively). In addition, the n-hexane fraction (RCHF) showed an ICso of 18.31 pg/mL
in HEP-G2 cells and an SI 0f 9.48 in VERO cells, whereas the chloroform fraction (RCCF)
evidenced an IC50 of 1.60 pg/mL in L5178Y-R cells and an SI of 34.27 in PBMC cells.
Chalepensin (CHL), rutamarin (RTM), and graveolin (GRV), which are major components
of R. chalepensis, showed high activity against L5178Y-R cells, with ICso of 9.15, 15.13
and SI of 45.08 ug/mL, respectively. In addition, CHL, RTM, and GRV showed SIs of
24.76, 9.98, and 3.52, respectively, when compared with PBMC cells. RCME at
concentrations of 125 pg/mL and 250 pg/mL, significantly (p < 0.05) decreased nitrite
production in J774A.1 cells, when exposed to lipopolysaccharide. This study
demonstrated that RCME showed significant cytotoxic activity against HEP-G2 and
L5178Y-R cells, without affecting normal VERO, PBMC, and J774A.1 cells.

Rodriguez-Garza, N. E., Gomez-Flores, R., Quintanilla-Licea, R., Elizondo-Luévano, J.
H., Romo-Séenz, C. 1., Marin, M., Sdnchez-Montejo, J., Muro, A., Peldez, R., & Lopez-
Aban, J. (2024). In Vitro Anthelmintic Effect of Mexican Plant Extracts and Partitions
Against Trichinella  spiralis and Strongyloides venezuelensis. Plants, 13(24), 3484.
https://doi.org/10.3390/plants13243484

e Factor de impacto: 4.1
e Quartil: Q1 en Ciencia de las Plantas (45/273)

Abstract: Parasitic diseases represent a significant global public health concern. Two
clinically important parasites of high prevalence rates are Trichinella spiralis and
Strongyloides stercoralis. However, the limitations of currently used nematocidal drugs
highlight the urgent need for novel treatment approaches. The present study investigated
the in vitro nematocidal activity of methanol extracts from Amphipterygium adstringens,
Artemisia ludoviciana, Cymbopogon citratus, Heterotheca inuloides, Jatropha dioica,
Justicia spicigera, Larrea tridentata, Mimosa tenuiflora, Psacalium decompositum, Ruta
chalepensis, Semialarium mexicanum, and Smilax aspera against T. spiralis L1 and S.
venezuelensis L3 (model for S. stercoralis). Most of the plants showed antiparasitic
activity, but R. chalepensis crude methanol extract showed the most potent nematocidal
activity against both parasites, with a mean lethal concentration (LCso) of 28.2 pg/mL and
a selectivity index (SI) of 22.4 for T spiralis and an LCso of 244.8 ng/mL and SI of 2.58
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for S. venezuelensis. This extract was further separated into n-hexane, chloroform, and
methanol partitions by continuous Soxhlet extractions. The n-hexane partition
demonstrated the strongest activity against both parasites, with an LC50 of 147.6 ng/mL
and an SI of 7.77 against 7. spiralis and an LCso of 39.2 pg/mL and an SI of 3.77 against
S. venezuelensis. LC-MS/MS analysis identified coumarins as the main chemical class
(53%), and chalepin represented this partition’s most abundant compound (29.9%).
Overall, this study confirmed the antiparasitic potential of medicinal plants commonly
used in Mexico. In addition, it highlights the possibility of obtaining bioactive compounds
from plants like R. chalepensis, or the other plants evaluated in this study, as novel
treatments against parasitic diseases.

Rodriguez-Garza, N. E., Marin, M., Sdnchez-Montejo, J., Elizondo-Luévano, J. H.,
Bazaldta-Rodriguez, A. F., Quintanilla-Licea, R., Romo-Saenz, C. 1., Peldez, R., Muro,
A., & Lopez-Aban, J. (2025). Antiparasitic Activity of Chalepensin and Graveoline
Isolated from Ruta chalepensis L.: In Vitro Evaluation Against Strongyloides
venezuelensis. Pathogens, 14(5), 419. https://doi.org/10.3390/pathogens14050419

e Factor de impacto: 3.3
e Quartil: QI en Microbiologia (74/163)

Abstract: Parasitic diseases constitute a significant challenge to global public health, with
Strongyloides stercoralis ranking among the most prevalent and clinically significant
parasites. The limitations of current nematocidal therapies highlight an urgent need for
novel treatment strategies. In this study, the nematocidal activity of chalepensin and
graveoline, two compounds isolated from Ruta chalepensis, was evaluated against larval
and adult stages of Strongyloides venezuelensis (model for S. stercoralis). The in vitro
efficacy of these compounds was assessed on third-stage infective larvae (L3) and adult
parthenogenetic females at various time points, while cytotoxicity was determined using
Vero cells to calculate selectivity indices (SI). Both compounds showed good antiparasitic
activity, but chalepensin exhibited superior nematocidal activity compared to graveoline,
with an LCso of 3.9 ng/mL and an SI of 990 for L3, and an LCso of 16.8 ng/mL and an SI
of 200 for adult females at 72 h. Morphological analysis via scanning electron microscopy
in adult females revealed that graveoline induced mostly cuticle detachment, while
chalepensin caused protuberances across the parasite body. These findings suggest that
both compounds possess promising antiparasitic potential, with chalepensin emerging as
a particularly potent candidate for further exploration.
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