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RESUMEN

El desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios es fundamental para la salud humana y
animal, especialmente en paises en desarrollo, donde enfermedades como la amebiasis y
la tricomoniasis presentan alta morbilidad. La eficacia de las terapias convencionales se
ve cada vez mas comprometida debido a la aparicion de cepas resistentes, lo que resalta
la necesidad urgente de identificar y desarrollar nuevos compuestos con actividad
antiparasitaria. Este trabajo tuvo como objetivo el aislamiento y elucidacion de
metabolitos con actividad antiprotozoaria a partir Cordia dodecandra, Gaultheria
odorata, Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis, plantas etnomedicinales del sureste de
Meéxico. Partes aéreas de las plantas de estudio fueron colectadas en localidades de
Chiapas, México durante el invierno del afio 2021. Extractos metanolicos y hexanicos
fueron obtenidos mediante maceracion asistida con sonicacion y su actividad
antiprotozoaria (Clso) fue determinada in vitro frente a trofozoitos de E. histolytica,
Trichomonas vaginalis, Trichomonas tenaxy Tritrichomonas foetus mediante analisis de
regresion Probit a partir de ensayos por triplicado e independientes. Metronidazol fue
empleado como control positivo. Los extractos con mayor actividad fueron fraccionados
mediante técnicas cromatograficas a través de un estudio quimiobiodirigido, la identidad
de los metabolitos responsables de la actividad bioldgica fue determinada mediante
resonancia magnética nuclear 'H y *C. Ademas, se evalud la actividad bioldgica in silico
de los compuestos a través de acoplamiento molecular con las proteinas diana Adenosil
fosfosulfo quinasa (ASPK) de E. histolytica y Piruvato ferrodoxina oxidorreductasa
(PFOR) de Trichomonas spp. Los ocho extractos orgéanicos presentaron actividad
antiprotozoaria, particularmente amebicida y variable propiedad tricomonicida,
destacando los provenientes de 7. nelsonii y G. odorata. El fraccionamiento
quimiobiodirigido del extracto hexanico de 7. nelsonii condujo al aislamiento de Betulina
y Estigmasterol, mientras que B-sitosterol fue aislado del extracto no polar de G. odorata
y presento la mayor actividad bioldgica: anti-E. histolytica con Clso=21.52 +2.22 pg/mL
y anti-7. vaginalis con Clso = 33.87 + 2.57 pg/mL. T. foetus se mostr6 menos sensible a
los compuestos aislados presentando un porcentaje de inhibicidon de crecimiento celular
menor a 30, a una concentracion de 35 pg/mL. El analisis in silico revel6 que Betulina y
Estigmasterol se unen a sitios alostéricos de la enzima PFOR sugiriendo un mecanismo
de inhibicion modulatorio mas que competitivo impactando negativativamente en el
metabolismo energético y la viabilidad celular. A pesar de que ninguno de los triterpenos
mostré una interaccion favorable con la proteina ASPK, su actividad antiprotozoaria
revela la existencia de otro mecanismo de muerte celular. Estos hallazgos respaldan el
valor del saber tradicional del sureste mexicano en el uso de recursos herbarios para
combatir infecciones parasitarias en humanos y animales.
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ABSTRACT

The development of new antiparasitic agents remains crucial for both human and animal
health, particularly in developing countries where amoebiasis and trichomoniasis cause
significant morbidity. The increasing resistance to conventional therapies underscores the
urgent need for novel compounds with antiparasitic properties. This study aimed to isolate
and characterize metabolites with antiprotozoal activity from Cordia dodecandra,
Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii, and Talisia oliviformis, ethnomedicinal plants
native to southeastern Mexico. Aerial parts of the plants were collected in Chiapas during
the winter of 2021. Methanolic and hexane extracts were obtained via sonication-assisted
maceration, and their in vitro antiprotozoal activity (ICso) was determined against
trophozoites of Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Trichomonas tenax, and
Tritrichomonas foetus using probit regression analysis from triplicate independent assays,
with metronidazole as the positive control. The most active extracts were fractionated
using chromatographic techniques in a chemobioguided approach, and the active
metabolites were identified by 'H and *C NMR spectroscopy. In silico molecular docking
was performed to evaluate compound interactions with adenosyl phosphosulfate kinase
(ASPK) from E. histolytica and pyruvate ferredoxin oxidoreductase (PFOR) from
Trichomonas spp. All eight organic extracts exhibited antiprotozoal activity, particularly
amoebicidal and trichomonacidal effects, with 7. nelsonii and G. odorata showing the
strongest activity. Chemobioguided fractionation of the 7. nelsonii hexane extract led to
the isolation of betulin and stigmasterol, while B-sitosterol was isolated from the non-polar
extract of G. odorata, exhibiting the highest biological activity anti-E. histolytica (ICso =
21.52+2.22 pg/mL) and anti-7. vaginalis (1Cso = 33.87 £2.57 ug/mL). T. foetus was less
susceptible, showing <30% inhibition at 35 pg/mL. Docking analysis suggested that
betulin and stigmasterol bind to allosteric sites of the PFOR enzyme, indicating a
modulatory inhibition mechanism that disrupts energy metabolism and cell viability.
Although none of the triterpenes showed favorable interactions with ASPK, their
antiprotozoal activity suggests alternative mechanisms of cell death. These results
highlight the pharmacological potential of traditional medicinal plants from southeastern
Mexico as promising sources of antiparasitic compounds.
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INTRODUCCION

Las parasitosis son enfermedades infecciosas de gran relevancia mundial que afectan a
cerca de tres mil millones de personas y a numerosos animales domésticos y silvestres.
Representan un grave problema sanitario y econdmico, especialmente en paises en
desarrollo donde son endémicas y una de las principales causas de muerte. Entre sus
agentes causales destacan los protozoarios, patégenos unicelulares responsables de
infecciones cutdneas, sanguineas, gastrointestinales y sexuales en humanos y animales.

(Werner 2014).

Las parasitosis gastrointestinales representan un importante problema de salud publica
que afecta de manera significativa a comunidades indigenas de América Latina. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que entre el 20 y el
30 % de la poblacion presenta algiin tipo de parasitosis intestinal, lo que evidencia la
persistencia de condiciones sanitarias deficientes, limitado acceso a servicios médicos y
practicas de higiene inadecuadas en estos entornos. (Navone et al. 2006). Los protozoos
del género Entamoeba, especialmente E. histolytica, son los principales parasitos
intestinales responsables de diarrea, disenteria y amebiasis extraintestinal. Aunque la
mortalidad por parasitosis gastrointestinal es baja, se estima que la amebiasis causa

alrededor de 100 mil muertes anuales (Norhayati et al. 2003; Becerril 2019).

Dentro de las enfermedades de transmision sexual, la tricomoniasis destaca por su elevada
prevalencia y repercusiones clinicas. Esta infeccion es causada por el protozoo
Trichomonas vaginalis, una de las principales causas de vaginitis, cervicitis y uretritis en
mujeres. En los hombres, origina prostatitis, uretritis y diversos sindromes asociados al
tracto genitourinario inferior, afectando asi la salud reproductiva y la calidad de vida de
ambos sexos (Soper 2004). Su control es importante, teniendo en cuenta la elevada
incidencia de infecciones agudas, complicaciones y el papel que puede jugar en la
transmision del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del papiloma
humano (VPH), ademas de favorecer la coinfeccion con bacterias responsables de otras

enfermedades de transmision sexual (Guenthner et al. 2005). En los animales de interés



pecuario, Tritrichomonas foetus ocasiona tricomoniasis bovina, una infeccion venérea que
afecta principalmente a las vacas. La enfermedad es cosmopolita, incrementdndose en
paises ganaderos. El aborto, la produccion de crias con bajo peso y el destete temprano,
son secuelas de la parasitosis. La infeccion acarrea pérdidas econdmicas considerables
debido a la disminucién de la productividad, el incremento de los costos veterinarios y la

necesidad de reposicion frecuente de animales (Villarreal 2020).

En los ultimos afios, el interés cientifico y sanitario por las infecciones parasitarias que
afectan tanto a humanos como a animales de importancia pecuaria ha aumentado
considerablemente. Este incremento se atribuye, en gran medida, a factores como la
migracion, la creciente movilidad con fines recreativos y las deficiencias en las practicas
de higiene dentro del ambito agropecuario, los cuales favorecen la diseminacion y
persistencia de diversos parasitos en diferentes entornos ecologicos y poblacionales. En
las ultimas décadas se ha reportado farmacorresistencia comprometida al metronidazol,
principal farmaco convencional desde 1960 (Dunne et al. 2005). El fallo en el tratamiento
de la tricomoniasis ha sido atribuido a: la baja absorcion del farmaco, el incumplimiento
del régimen terapéutico prescrito, la ocurrencia de reinfecciones y mecanismos
moleculares de defensa desarrollados por el parésito. (Brunton et al. 2007; Sariego et al.
2011). Debido a esto, la busqueda sistemdtica de nuevas y/o mejores terapias
antiparasitarias es apremiante en el mundo, siendo la investigacion de productos naturales

de plantas, una de las estrategias tradicionales (Panda y Luyten 2018).

México cuenta con una notable diversidad vegetal, albergando alrededor de 30,000
especies, lo que representa cerca del 10 % de la flora mundial (Bucay y Haiat 2005). En
el sureste del pais se concentran mas de 8,000 especies de plantas vasculares, muchas de
las cuales se emplean en la medicina tradicional (Arias 1993). Aunque entre 15 y 20
millones de mexicanos recurren a este tipo de practicas, mas del 90 % de las especies
herbarias atin no han sido estudiadas a fondo respecto a la actividad bioldgica de sus
metabolitos (Estrada 2007). Por ello, se plantea evaluar la actividad antiprotozoaria de
plantas etnomedicinales del sureste mexicano para identificar compuestos bioactivos que
sirvan de base en el desarrollo de nuevas terapias antiparasitarias y respalden

cientificamente el conocimiento tradicional.



ANTECEDENTES

Parasitosis intestinales y sexuales en salud humana y pecuaria.

La amebiasis y tricomoniasis son patologias de distribucion global, con una mayor
prevalencia en paises en desarrollo, donde constituyen una causa significativa de
morbilidad. En contraste, en las naciones desarrolladas, su incidencia ha experimentado
un aumento en las ultimas décadas, atribuido principalmente al crecimiento de los viajes
recreativos, los flujos migratorios y los procesos de adopcion internacional. Actualmente,
la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), ha estimado 500 millones de personas con

amebiasis y 156 millones con tricomoniasis alrededor del mundo (WHO 1997, 2021).

Entre las patologias por parasitos intestinales, la amebiasis forma parte de las principales
causas de muerte en paises de América Latina, Africa y Asia. Anualmente cerca de 50
millones de personas contraen la infeccion, de las cuales mas del 90 % son individuos
asintomaticos, lo que contribuye a su alta morbilidad y mortalidad en paises con
economias en crecimiento, ocurriendo hasta 100,000 decesos al afio (Chacin 2013; Werner

2014).

La amebiasis es causada por el protozoo Entamoeba histolytica, la cual se transmite
mediante mecanismo oral fecal, La forma infectiva, quistes maduros, se adquieren al
ingerir alimentos, bebidas o al introducir a la boca manos o fomites contaminados con
heces de personas parasitadas, figura 1. Ademas, se ha sugerido la transmision del parasito

a través de la practica sexual oro-anal (Chacin 2013).

El trofozoito de E. histolytica afecta principalmente el intestino grueso, aunque puede
migrar a otros drganos, principalmente el higado (Flores et al. 2018). La enfermedad cursa
con diarrea aguda en nifios o cronica en adultos, disenteria, colitis fulminante y formacion

de amebomas en tejidos extraintestinales (Werner 2014).

Durante el afio 2020, en México se reportaron 111,831 casos de amibiasis intestinal y un
total de 540 casos con absceso hepatico amebiano, siendo las entidades de Chiapas,

Oaxaca y Veracruz, las regiones de mayor prevalencia (DGE 2020).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica. (CDC, 2019).

Po otra parte, dentro del género Trichomonas, se encuentran tres especies parasitas del
hombre, T. homminis, T. tenax y T. vaginalis. T.homminis es considerado un comensal del
intestino grueso, sin embargo, ha sido referido como agente responsable de cuadros
gastrointestinales diarreicos en infantes sobre todo en periodo de lactancia. Su mecanismo
de transmision suele ser fecalismo en donde el trofozoito quiescente es ingerido a través
del consumo de alimentos amortiguados por el pH de la leche, tales como atoles o papillas

(Becerril 2019).



En cuanto a T fenax. su habitat es la cavidad oral, especificamente el tejido gingival, pero
puede encontrarse a lo largo del tracto gastrointestinal y en otros tejidos. Es un parésito
inocuo cosmopolita de humanos, perros y gatos (Issa 2014). Las infecciones en individuos
sanos son poco frecuentes encontrandose principalmente en pacientes inmunosuprimidos.
Ademas, se presume juega un rol importante en la degradacion e inflamacion del tejido
periodontal sin embargo los mecanismos patolégicos no son contundentes (Dybicz et al.

2018; Bisson et al. 2019).

Los trofozoitos de 7. tenax se transmiten de manera directa a través del contacto oral o
mediante fomites como los utensilios para comer, incluso a través de agua contaminada,
figura 2. Su colonizacion se incrementa en personas de edad adulta y la mala higiene bucal
principalmente en personas con manifestaciones de enfermedad periodontal con una

prevalencia de hasta el 50% de la poblacion (Pereyra y Pérez 2003; Acurero et al. 2009).

Trefozoltos.

AA

A\ = Estadio infectante
A= Estagio diagnéstico

Figura 2. Ciclo biologico de Trichomonas tenax.

T. tenax era considerado como no patdgeno hasta el afio 1867 en que se confirmd su
invasion en el tracto respiratorio. A la fecha, se han registrado casos de invasion a otros
tejidos como pulmones, glandula submaxilar, nddulo linfatico vertical con diagnosticos
de neumonia, bronquitis, absceso pulmonar, fibrosis pulmonar, empiema y meningitis

(Issa 2014; Becerril 2019).



Por otro lado, la tricomoniasis por 7. vaginalis es la unica enfermedad de transmision
sexual por protozoarios en humanos. Por su bajo indice de letalidad, es considerada una
enfermedad desatendida que causa mas de 270 millones de infecciones alrededor del

mundo (Ibafiez y Gomez 2017; Gonzélez et al. 2018).

La parasitosis sexual afecta a hombres y mujeres, sin embargo, tiene una alta prevalencia
en mujeres de mediana edad y en etapa sexualmente activa. En la mayoria de los casos, la
enfermedad no presenta sintomas, especialmente en los hombres, lo que favorece su alta

tasa de propagacion y morbilidad (Arroyo 2017; Mufoz et al. 2017).

La infeccidn es ocasionada directamente por el protozoario 7. vaginalis que habita en las
vias genitourinarias del humano, inico hospedero, figura 3. La transmision es propiamente
sexual a excepcion de la via vertical perinatal por la cual se han reportado casos de
infeccion genitourinaria o neumonia neonatal, Ademas, en personas con practica sexual

oral, se ha encontrado el parésito en vias respiratorias bajas (Santos 2013; Arroyo 2017).
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Figura 3. Ciclo bioldgico de Trichomonas vaginalis. (CDC 2019)



T. vaginalis coloniza la vagina, cuello uterino, uretra y prostata en cuyas condiciones
adversas ocasiona infeccion cronica curable pero que puede comprometer la fertilidad y
el parto prematuro (Arroyo 2017). La infeccion se manifiesta con inflamacion de la zona
afectada, descamacion, secrecion maloliente, prurito, dolor hipogastrico y molestias

durante la miccion urinaria (Cancelo et al. 2005).

La tricomoniasis vaginal es preocupante por su asociacion con infecciones como VPH,
VIH, herpes, gonorrea, clamidiasis y por aumentar el riesgo de cancer cervicouterino.

(Muiioz 2017; Nufiez 2020)

En el afo 2019, se reportaron poco mas de 38,000 casos de tricomoniasis urogenital en
México. Durante el afio 2020, se reporté un descenso de casos, en total de 22,717 de los
cuales el 95 9% fueron pacientes femeninos. Los estados con mayor reporte de
tricomoniasis fueron Puebla con 3403 casos, seguido por Veracruz y Chiapas con 3250 y

1659 casos, respectivamente (Baron 2020; DGE 2020).

Por otra parte, en los animales domésticos de interés pecuario, existe la parasitosis sexual
tricomoniasis bovina, la cual es causada por el protozoo Tritrichomonas foetus. T. foetus
es un parasito que coloniza el sistema reproductivo de vacas y tracto gastrointestinal de
gatos, aunque puede encontrarse en diferentes hospederos como comensal, especialmente

en los cerdos (Dabrowska et al. 2019).

T. foetus es un parasito distribuido a nivel mundial, encontrandose en paises con sistema
de produccion ganadera, en areas donde la practica de reproduccion bovina es natural,
regiones de Asia, Australia, Espafia, el sur de Africa, EUA y América latina. El trofozoito
esta presente en las secreciones del pene y mucosa de la cavidad prepucial de toros, asi
como en la vagina de la vaca, quien lo adquiere durante el coito, las vacas prenadas pueden
transmitir el parasito via vertical mientras que la infeccidon mecénica por inseminacién
artificial también es posible, figura 4. La existencia de solo un toro semental portador
asintomatico puede ocasionar tricomoniasis bovina hasta en un 95 % de la poblacion

pecuaria (Rojo et al. 2014; Ginter et al. 2018).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Tritrichomonas foetus (Rojo et al. 2014).

La tricomoniasis bovina es una de las principales causas de infertilidad temporal y
permanente, aborto prematuro y destete temprano. Las hembras presentan vaginitis y
endometriosis mientras que, en los machos la infecciébn puede limitarse a lesiones
nodulares purulentas, en su mayoria sin sintomatologia aparente (Islam et al. 2017).

Las pérdidas econdmicas pecuarias por tricomoniasis bovina son severas, tan solo EUA
se calcula un decremento de 650 millones de dolares al ano. En México, las infecciones
reproductivas siguen siendo un importante problema zoosanitario en el ganado bovino,
cuya prevalencia y pérdidas econdmicas aun no se han cuantificado con certeza. Un
estudio realizado en el afio 2017 en el sector ganadero de Chihuahua, México se encontr6 una
prevalencia del 23% con 171 bovinos infectados. Durante el afio 2020 Villarreal informo la
prevalencia y asociacion de la tricomoniasis felina y del ganado en el centro de Veracruz,
México encontrando una prevalencia del 36% en vacas, 14% en toros y 37 % en gatos y una
relacion entre la tricomoniasis felina y bovina sin embargo dicha asociacion no es significativa

estadisticamente (Ramirez et al. 2017; Villarreal 2020).

Tratamiento contra la Amebiasis y la Tricomoniasis.



Comunmente, tanto la amebiasis como la tricomoniasis son tratadas con farmacos 5-
nitroimidazoles, siendo el metronidazol el mas empleado alrededor del mundo. Los 5-
nitroimidazoles pertenecen al grupo de profarmacos nitroheterociclicos con amplio
espectro biocida para bacterias y protozoarios patdogenos anaerdbicos, a este grupo

corresponden también, el Ornidazol y Tinidazol (Lopez et al. 2008; Hernandez 2016).

En los organismos anaerobios como E. histolytica y T. vaginalis, los 5-nitroimidazoles
son activados por reduccion de su grupo nitro en un proceso que involucra a las enzimas
Piruvato ferredoxina oxido reductasa y ferredoxina, operantes de la respiracion celular en
el hidrogenosoma, originando radicales anidnicos con potencial oxidante de biomoléculas
esenciales como ADN y proteinas, figura 5 (Lopez et al. 2008; Leitsch et al. 2011; Santos,
2013).
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Figura 5. Mecanismo de accion antiprotozoaria del metronidazol (imagen propia).

En la amebiasis, el metronidazol es administrado en la enfermedad extraintestinal. Sin
embargo, es necesario el empleo de otros antiparasitarios tales como: la paromomicina,
un antibidtico aminoglucosido de amplio espectro que interviene en la sintesis de

proteinas; el furoato de diloxanida, un derivado dicloroacetamidico de accion desconocida



y el yodoquinol, una 8-hidroxiquinolina quelante del hierro indispensable para el
crecimiento y motilidad de la ameba; entre otros farmacos que ayudan a completar el

esquema terapéutico de amebiasis intestinal (Chacin 2012; Becerril 2019).

Por otra parte, 7. vaginalis es altamente sensible al metronidazol y tinidazol, su
administracion es por via sistematica u oral, pues una terapia tdpica seria ineficaz debido
a la internalizacién del parésito en conductos como la uretra. Es de importancia la
aplicacion del tratamiento al paciente y su pareja, independientemente de la existencia o

no de manifestaciones clinicas, para asegurar una eficacia de cese de la parasitosis en un

90% (Cancelo et al. 2005; Arroyo 2017).

A pesar de la eficacia de los nitroimidazoles en el tratamiento de las parasitosis digestivas
y sexuales, la resistencia de los parasitos a estas drogas ha ido incrementandose a razon
de ser los farmacos tipicamente administrados, falla en tratamiento por dosis inapropiadas
en individuos asintomaticos y el decline de la terapia debido a los efectos secundarios
como son: dolor abdominal, sabor metélico, nduseas, vomito, cefalea, vértigo, entre otros.
Ademas, existe controversia sobre los efectos mutagénicos en bacterias y carcinogénicos
en animales y cultivo celular sanguineo, asi como en espermatozoides, sin embargo, a las

dosis clinicas recomendadas, la respuesta clinica suele ser satisfactoria (Chacin 2012).

Productos naturales y medicina tradicional frente a parasitosis.

Los productos naturales son compuestos orgéanicos derivados del metabolismo secundario
de los organismos vivos. Estas sustancias son alcaloides, amino4cidos no proteicos,
carbohidratos, polifenoles, terpenos, compuestos azufrados o halogenados que exhiben
diversas propiedades biologicas de interés para el desarrollo de nuevos farmacos. Entre
los recursos bidticos, las plantas han sido exhaustivamente empleadas en la obtencion de
productos naturales. Sin embargo, las bacterias, los hongos, los animales, los insectos y
organismos marinos son también investigados (Cooper y Nicola 2015), la Tabla 1 recoge
algunos recursos bidticos y sus derivados empleados en la investigacion de productos

naturales con actividad antiparasitaria.

Tabla 1. Recursos biodticos y productos naturales con potencial antiparasitario.
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Potencial

Recurso bidtico . o Compuesto activo Referencia
antiparasitario
Vegetal
antileshmania, )
Planta Kleinia odora  antiplasmodium y Breina Al Muszaaylezlb ctal.
antitripanosoma
Acido 3-O-acetyl-11-
. . keto-B-boswellico,
Resina de Boswellia antileshmania Acido 11-keto-B- Greve et al. 2021
serrata .
boswellico y
Acido B-boswellico
antileshmania, Feselol
Exudado de Ferulla antiplasmodium y Asacoumarin A Amin et al. 2016
narthex o , )
antitripanosoma 10"'R-Karatavacinol
Animal
Exudado de Rinhella . Bufotalina y Rodriguez et al.
alata antitripanosoma Cinobufagina 2021
Fungico
Exserohilum antiplqsmodium Y Ravenelina Pina et al. 2021
rostratum antitripanosoma
Bacteriano
Streptomyces cannus antitoxoplasma y Acido 1- Pagmadulam et al.
antiplasmodium  phenazinecarboxylico 2020
Insecto
Propdleo de abeja antitripanosoma
Marino
Alga antiplasmodium Eleganolone Gallé et al. 2013
Bifurcaria bifurcata p & '
Esponja antileshmania Ircinianina Majer et al. 2022

Ircinia wistarii

La flora, sus infusiones y extractos, han sido empleados en la medicina tradicional por sus

propiedades antiparasitarias. La artemisina, emetina y quinina son ejemplos de principios

activos herbarios empleados en el tratamiento de diversas parasitosis (Neira et al. 2014).

Uno de los hallazgos mas relevantes del siglo XX en el ambito de la medicina tradicional

se atribuye a la cientifica Tu Youyou, quien a partir de la planta Artemisia annua, de

origen chino y cuyas infusiones eran comiunmente empleadas contra la fiebre, aislo la

artemisinina, un sesquiterpeno lactona con puente peréxido con actividad bioldgica contra

protozoarios del género Plasmodium contribuyendo al tratamiento de la malaria. (Acosta

y Castro 2009; Gamboa 2015).
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La especie herbaria Cephaelis ipecacuana sirvid para el desarrollo del clorhidrato de
emetina, farmaco empleado en el tratamiento contra la amebiasis. Cephaelis ipecacuana
se encuentra distribuida en los bosques tropicales del centro y sur de América, su raiz y
rizomas tienen importancia en la medicina tradicional por sus propiedades eméticas,
expectorantes, antiparasitarias y antivirales y han sido utilizados en la obtenciéon de
emetina, un alcaloide isoquinoleinico que ha servido para el desarrollo de farmacos como
la dehidroemetina con eficacia en algunas leishmaniasis humanas (Cazorla et al. 2001;
Rosales et al. 2020). A pesar de los atributos medicinales de la emetina, su forma pura,
muestra alta citotoxicidad en animales y levaduras por interrupcion en la sintesis de ADN

y proteinas (Alves et al. 2004).

Por otra parte, la quinina un alcaloide quinolinico fue extraido de la corteza del arbol
quina. Cinchona calisaya o arbol quina es nativo de América del sur, extendiéndose su
crecimiento entre los bosques humedos de Costa Rica hasta Bolivia. La corteza de quina
ha sido empleada desde el siglo XVII para tratar la fiebre asociadas a la malaria. En el
ano de 1820, la quinina fue aislada por J. Caventou y J. Pelletier y desde entonces ha
servido en el desarrollo de fdrmacos antipalidicos como la cloroquina, primaquina,
mefloquina, entre otros. Sin embargo, la resistencia a estas drogas por los hemoparasitos

del género Plasmodium ha ido en aumento (Amurrio 2001; Mesa et al. 2013).

Otras plantas han servido como modelo de estudio en la obtencion de antiparasitarios,
entre las cuales se encuentra el Epazote o pico (Chenopodium ambrosidiosis) un arbusto
originario de América, cuyo zumo de hojas es utilizado como desparasitante contra
gusanos intestinales gracias a su principio activo 1,4-peroxido-p-menteno-2 o ascaridol
(Giove 1996). El uso de los bulbos de ajo (Al/lium sativum) en infusiones ha sido empleado
en parasitosis intestinales. Los bulbos de Allium sativum poseen compuestos S-alquenil
cisteinil sulfoxidos que, por accidon enzimatica, ante dafio mecéanico, son transformados en
allicina, dialil-trisulfuro y ajoeno, compuestos responsables de las propiedades

amebicidas, giardicidas y tripanomicidas (Hagg et al. 2012). Las semillas de Cucurbita
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moschata o calabaza contienen glucosidos de cucurbaticina, derivados esteroides con

accion antihelmintica (Gonzélez et al. 2017).

A pesar de la existencia de registros literarios sobre la elucidacion de antiparasitarios
naturales, queda mucho por estudiar debido a la vasta diversidad herbaria en las distintas
regiones geograficas del planeta y al conocimiento empirico y tradicional que prevalece

en algunas regiones con practicas entnomedicinales.

Etnomedicina en el sureste mexicano.

La etnomedicina es una forma de medicina tradicional o no convencional que busca
prevenir y mantener la salud, asi como diagnosticar, aliviar o tratar enfermedades fisicas
y mentales, mediante un conjunto de conocimientos, habilidades y practicas basadas en

las creencias, experiencias y teorias culturales de cada comunidad (OMS 2013).

La herbolaria, una de las practicas etnomedicinales, ha sido un recurso fundamental de
atencion medica en ciudades y regiones rurales de México para un 90% de la poblacion.
En este contexto, el pais mexicano es privilegiado por contener diversos ecosistemas que
albergan mas de 26 mil especies herbarias, siendo la region sur donde se concentra una
vasta vegetacion debido a su localizacion intertropical. Del total de la flora mexicana,
poco mas del 13 % tiene uso medicinal por mas de 50 etnias distribuidas a lo largo del
pais, imperando la medicina tradicional en la region sureste. La region sureste de México
la integran las entidades federativas de Chiapas, Guerrero, Oaxaca y Tabasco. Tan sélo en
Chiapas existen 11 grupos étnicos con valiosos saberes ancestrales en el uso y manejo de
plantas curativas, acervo que ha prevalecido por generaciones como herencia oral
(Mudieton 2009; Lara et al. 2019). En Chiapas se han registrado alrededor de 8,000
especies vegetales lo que representa cerca del 31 % de la flora mexicana (CONABIO
2013). Sin embargo, los registros herbarios de uso medicinal son escasos, hasta el afio
2008 se habian registrado aproximadamente 2017 especies con uso medicinales siendo las
familias de las asteraceas y fabaceas las mejor representadas con plantas como mesté,
aceitillo, flor de muerto, timbre, ajenjo, monte amargo, arnica, taray, guachipilin, sosa,

chaya, chichited, dulcete, cuchunuc y huapinol. Son comunmente empleadas por
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chamanes, curanderos, hueseros y parteras para curar enfermedades gastrointestinales,
respiratorias, dérmicas y Oseo musculares. En su preparaciéon y uso predomina la
decoccion. La mayoria de las plantas son conservadas en huertos familiares, solares,
milpas o areas de vegetacion natural. Sin embargo, pueden ser adquiridas en tianguis,

hierberias o mejor atn, de manera gratuita (CONABIO 2013).

A pesar de contar con ésta amplia riqueza etnomedicinal, numerosas propiedades curativas
como la antiparasitaria son ain desconocidas; lo que refleja la necesidad de un andlisis

exhaustivo a través de métodos cientificos integrales.

Plantas etnomedicinales del sureste mexicano de interés antiparasitario.

Entre las diferentes etnias de Chiapas se tiene el conocimiento curativo de enfermedades
gastrointestinales y dérmicas mediante el uso de plantas como Cupapé (Cordia
dodecandra), Chilchahua (Tagetes nelsonii), Guash (Leucaena collinsi) y Guaya (Talisia
oliviformis). Sin embargo, no hay registros cientificos que aporten informacion suficiente
sobre posibles propiedades amebicidas y tricomonicidas de los compuestos activos
implicados (De la Cruz et al. 2014). A continuacion, se describe la botanica, usos
etnomedicinales y reportes cientificos existentes para la flora mencionada o género

taxondmico.

Arrayan (Gaultheria odorata Wild).
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Sinonimia: G. odorata var mexicana DC, G. odorata Kunth, G. cordifolia Kunth, G.
hirtiflora Benth, G. hidalguensis Loes, G. erecta Vent.
Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Gaultheria L

Especie: Gaultheria odorata

Descripcion: es un arbusto con follaje postrado y siempre verde, de tamafio entre 0.5 y 3
metros pudiendo alcanzar hasta los cinco metros de altura. El tallo maduro es terete, verde
y glabro, a menudo aspero con finos pelos rectos y quebradizos en su base, la corteza suele
quebrarse longitudinalmente torndndose marrdn rojizo cuando seco. Posee ramas
subteretas, flexibles, glabras y blancas. Las hojas son coriaceas, planas, ovadas, de borde
aserrado, con una longitud entre 2 y 6.5 cm, anchas en la base y agudas en la punta.
Presenta frutos rojizos a manera de capsula globosa de cinco mm y comestibles. Sus flores
son solitarias, dispuestas en ramilletes, de color blanco a rosa rojizo, con céliz glabro y

corola ovoide de 5 a 7 mm, figura 6 (Stanley y Williams 1966; Fonseca et al. 2020).

Figura 6. Hojas y flor de Gaultheria odorata (Franz 2010).
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Se distribuye en los estados del sur de México y en paises aledafios como: El Salvador,

Guatemala, Honduras, asi como en el norte Sudamericano.

La planta es conocida como arrayan, ajalté, axocopaque o gaulteri. El té preparado por
infusion de sus hojas es consumido para sanar dolor, diarreas y tuberculosis. El aceite
esencial es solo para uso topico ya que suele ser toxico (Fonseca et al. 2020). En la cocina
Tzeltal y Tzotzil, sus hojas son empleadas para sazonar la carne (Chavez et al. 2009). Por
otro lado, en la comunidad indigena Nahua en Tequila, Veracruz es asociado con la
practica de la parteria como sahumerio, preparacion de bafio medicinal y elaboracion de
tejido de vendaje. Sin embargo, no existen suficientes reportes cientificos que avalen sus

propiedades medicinales.

Diversas especies del género Gaultheria han manifestado usos terapéuticos y actividad
bioldgica, tal es el caso de G. procumbens, fuente del aceite esencial “Wintergreen” cuyo
contenido de salicilato de metilo lo ha convertido en ingrediente en la preparacion de
unglientos para tratar dolor reumadtico o por contusion (Ribnicky et al. 2003); G.
yunnanensis, especie asiatica, es empleada como tratamiento en la inflamacion por artritis
reumatica, traumatismos, traqueitis cronica y vértigo encontrdndose en sus extractos la
presencia de flavonoides, diterpenos y salicilatos (Zhang et al. 2006). En el afo 2007,
Zeng y colaboradores notificaron actividad antioxidante y antiinflamatoria para G.
laucocarpa var. yunnanensis con presencia de (+)-catequina, rutina, acido gentisico, acido

vainilico, acido salicilico, quercetina y acido protocatéquico (Zeng et al. 2007).
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Cupapé (Cordia dodecandra DC).
Sinonimia: Cordia angiocarpa A. Rich
Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Boraginales
Familia: Boraginaceae
Género: Cordia L
Especie: Cordia dodecandra
Descripcion: arbol frutal de hoja caduca presente en Chiapas, Veracruz y la peninsula de
Yucatan, en el sur de México. De lento crecimiento, alcanza un tamafio promedio de 9 m
de altura y 8 m de didmetro en su copa con forma piramidal voluminosa, con diametro
troncal entre 40-60 cm. Su corteza exterior seccionada de aspecto fibrosa y laminada de
color gris blanco. Sus hojas son oblongas, ovaladas o elipticas, de tamafio variable (3-8
cm de ancho y 7-15 cm de largo), con el haz de color verde oscuro y el envés mas palido,
y presentan una textura aspera debido a la presencia de tricomas rigidos. Las hojas se
disponen en espiral hacia las puntas de las ramas. Las flores, acampanadas y de color
naranja, miden 5-10 cm con corolas de 4-6 cm, presentan 11-13 estigmas y caliz tubular
verde amarillento, agrupandose en paniculas axilares o terminales. Los frutos son drupas
conicas amarillas, comestibles y de sabor ligeramente dulce, de hasta 5 cm, figura 7

(Jankiewicz et al. 1986; Morales y Herrera 2007).

Figura 7. Corteza, hojas, flor y fruto de Cordia dodecandra (Morales y Herrera 2007).
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En la medicina tradicional, la decoccién de su corteza y fruto es empleada frente al
resfriado, la gripe y la tos, asi como tratamiento para la diarrea (De la cruz et al. 2014;

Orantes et al. 2015, 2018).

En el afo 2010, Indali y su grupo de trabajo evaluaron las propiedades antimicrobianas de
extractos metandlicos a partir de hojas de Cordia dodecandra evidenciando efecto
positivo contra bacterias Gram (+) como Sthapilococcus aureus y Bacillus subtilis. Sin

embargo, se registrd toxicidad in vitro para células de rifidon canino (Indali et al. 2010).

Por otra parte, no existe evidencia cientifica sobre la evaluacion de las propiedades
antimicrobianas por extractos a partir de la corteza del arbol cupapé. No obstante, otras
investigaciones han hecho contribuciones cientificas con especies del género Cordia
reportando la presencia de quinonas, triterpenos, flavonoides y alcaloides pirrolizidinicos.
Ademas, en la corteza y raiz se han encontrado quinonas terpenoides e hidroquinonas

(Silva 1993; loset 2000).
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Chilchahua (Tagetes nelsonii Greenm).

Sinonimia: 7. sororia Standl. & Steyerm.
Taxonomia:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tagetes L

Especie: Tagetes nelsonii

Descripcion: especie herbacea perenne no maderable distribuida en la region montafiosa
de Chiapas, México y Guatemala. Crece como arbusto entre 1 y 2 m de altura, con follaje
denso y aromatico, presenta hojas pinadas divididas con un tamafio de 5 a 12 c¢cm, foliolos
cortos (6 a 12 cm de largo y de 0.6 a 2 cm de ancho), exhibe numerosas cabezuelas
turbinadas con abundantes glandulas obscuras y con cimulas terminales con 5 flores, los
pedinculos miden entre 3 y 15 mm de largo, las flores son radiales con ligulas de color

amarillo-oro de hasta 15 mm de longitud, figura 8 (Serrato 2014).

Figura 8. Tagetes nelsonii (Culbert 2007; Serrato 2014)
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La familia Asteraceae es una de las mas representativas en la medicina tradicional
mexicana, con poco mas de 130 especies herbarias empleadas entre la comunidad
chiapaneca, entre ellas destaca el género Tagetes. Las hojas, tallo y flores de 7. erecta, T.
filifolia y T. lucida son decocidas y empleadas para tratar via oral principalmente la
gastroenteritis y dolor estomacal, entre otras afecciones (Gonzalez et al. 2005; Orantes et
al. 2018). En otros saberes, las hojas frescas de 7. nelsonii son maceradas y el zumo es
ingerido durante una semana como tratamiento para la diarrea, dolor de cabeza y fiebre

(Cruz et al. 2021).

Al final de la primera década del afio 2000, Ruiz y colaboradores evaluaron la actividad
antimicrobiana de los extractos metandlicos, diclorometanicos y hexéanicos de 7. nelsonii
encontrando actividad fungicida para el extracto diclorometanico frente a Candida
albicans, actividad bactericida frente a Proteus mirabilis por el extracto metandlicos
mientras que los tres extractos mostraron actividad bioldgica contra Staphylococcus

aureus 'y Pseudomonas aeruginosa (Ruiz et al. 2009).

Diversas investigaciones han reportado actividad biologica bactericida, fungicida,
nematicidas, acaricida e insecticida de especies herbarias del género Tagetes gracias a sus
compuestos activos como alilanisol, B-cariofileno, ocimenones, piperitona, tagetona y
trans-anetol. En 2021, Cruz y su equipo realizaron un analisis del perfil volatil de T.
nelsonii utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
identificando la presencia de tagetona y dihidrotagetona como compuestos mayoritarios,
-ocimeno, eucaliptol, limoneno y B-cubebeno, a y B-pineno, trans-f-ocimeno, y linalool,

con potencial cosmético, plaguicida y farmacéutico (Maroti et al. 2004; Cruz et al. 2021).
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Guaya (Talisia oliviformis Kunnth).
Sinonimia: Melicoccus bijugatus.
Taxonomia:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Sapindaceae
Género: Talisia Aubl
Especie: Talisia oliviformis
Descripcion: arbol frutal de hoja caduca, que se distribuye desde el sur de México hasta
el norte de Suramérica, con una altura de 6 a 18 m, tronco recto y copa semiesférica con
follaje denso. La corteza externa es lisa y de color pardo con cicatrices en media luna
mientras que la corteza interna es granular, color crema anaranjado y olor fresco. Presenta
hojas color verde obscuro, paripinadas de 5 a 15 cm, compuestas por dos hojuelas que
miden entre 4.5 y 8.5 cm son lanceoladas u abovadas, con margen entero sostenidas por
un peciolo de 2 a 5 mm de largo. Las flores son pequefas, organizadas en paniculas
terminales de hasta 3-4 mm de longitud, con sépalos ovados y agudos, y pétalos blancos
con bordes ciliados. Los frutos miden entre 1 y 2 cm son bayas globosas de cubierta
amarillo naranja de pulpa amarilla traslucida, de olor y sabor dulce y son comestibles,

figura 9 (Pennington 1968; Ramirez et al. 2017; Garcia 2018).

Figura 9. Flor, follaje y fruto de Talisia oliviformis (Valencia et al. 2014).
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En la etnomedicina chiapaneca la infusion de las hojas de 7. oliviformis es empleada para
tratar la fiebre, gastroenteritis, dolor abdominal y la diarrea (Argueta y Mata 2009; De la
Cruz et al. 2014).

Bystrom, en el afio 2009 evalud los extractos acuosos acetonicos, metandlicos y etandlicos
de la pulpa y semilla del fruto encontrando actividad bioldgica en los extractos de pulpa
frente a Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Stapylococcus aureus
vy Candida albicans. Ademas, se reporto la presencia de acido cumarico y derivados de
carbohidratos en la pulpa, asi como flavonoide catequina en la cubierta de la semilla

(Bystrom 2009).

En cuanto a la actividad biologica de las hojas de guaya, no existe soporte cientifico que

corrobore sus saberes de la etnomedicina en el sureste de México.
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JUSTIFICACION

Las infecciones digestivas y sexuales causadas por protozoarios representan un desafio
significativo y constante para la salud humana y la sanidad animal a nivel global. Su alta
morbilidad, sumada al impacto socioecondmico que generan, especialmente en paises en
vias de desarrollo, evidencia la urgencia de nuevas estrategias de control y tratamiento.
Estos cuadros parasitarios se ven agravados en regiones rurales y urbano-marginales
debido a factores como la migracion, la deficiente infraestructura sanitaria y la insuficiente
e incomprensiva educacion en salud publica. Un factor critico que complica el manejo de
estas infecciones es la creciente farmacorresistencia observada en cepas de protozoarios
como Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis, 1o que ha disminuido la eficacia
de los tratamientos convencionales y subraya la necesidad de desarrollar nuevas terapias
seguras y eficaces. México, y particularmente su region sureste, alberga una notable
diversidad de plantas utilizadas en la medicina tradicional para tratar diversas afecciones,
incluidas enfermedades diarreicas y de la piel. Sin embargo, la validacion cientifica de
muchas de estas especies, en términos de su composicion quimica y actividad biologica
especifica, ain es limitada o inexistente. Ademas, a diferencia del desarrollo de nuevos
antibacterianos o tratamientos para enfermedades cronico-degenerativas, la investigacion
y desarrollo de nuevos antiparasitarios ha tenido un avance lento y escaso. Ante esta
brecha, el presente proyecto propone realizar un estudio quimiobiodirigido para el
aislamiento e identificacion de compuestos con actividad amebicida y tricomonicida a
partir de Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis,
plantas de uso etnomédico en el sureste mexicano. La eleccion de estas especies se
fundamenta tanto en su uso tradicional como en su potencial fitoquimico poco explorado.
El proposito es generar evidencia cientifica que permita valorizar estos recursos naturales
como fuentes de nuevos principios activos con aplicaciones en medicina humana y
veterinaria, contribuyendo asi a la diversificacion de opciones terapéuticas contra

enfermedades parasitarias de alta prevalencia.
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HIPOTESIS

Los extractos obtenidos de Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii 'y
Talisia oliviformis contienen metabolitos secundarios con potencial actividad
antiprotozoaria, capaces de inhibir in vitro el crecimiento de trofozoitos de Entamoeba
histolytica, Trichomonas vaginalis, Trichomonas tenax y Tritrichomonas foetus, ademas
de mostrar interacciones moleculares relevantes in silico con enzimas clave del

metabolismo del azufre y energético de estos parasitos.
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OBJETIVO

Objetivo general

Aislar e identificar los compuestos responsables de la actividad antiprotozoaria in vitro
contra trofozoitos de Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Trichomonas tenax
y Tritrichomonas foetus a partir de extractos de Cordia dodecandra, Gaultheria odorata,
Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis, asi como evaluar su interaccion in silico con las

enzimas ASPK y PFOR.
Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos polares y no polares
de C. dodecandra, G. odorata, T. nelsonii y T. oliviformis frente a trofozoitos de

E. histolytica, T. vaginalis, T. tenax 'y T. foetus.

2. Fraccionar el extracto con mayor actividad antiprotozoaria y aislar los compuestos
quimicos responsables de la actividad a través de técnicas cromatograficas

quimiobiodirigidas.

3. Elucidar los compuestos quimicos aislados mediante Resonancia Magnética

Nuclear de 'Hy 13C y anélisis bidimensional (RMN-2D): COSY, HSQC y HMBC.

4. Determinar la actividad antiprotozoaria in vitro (Clso) de los compuestos aislados

frente a trofozoitos de E. histolytica'y Trichomonas.

5. Evaluar la actividad in silico de los compuestos aislados frente a las proteinas
Adenosin-5-fosfosulfato cinasa (ASPK) de Entamoeba histolytica 'y
Piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) de Trichomonas spp., mediante

estudios de acoplamiento molecular.
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METODOLOGIA

Actividad antiprotozoaria in vitro.

Colecta de plantas medicinales y obtencion de extractos organicos.

Las plantas fueron colectadas durante el invierno del afio 2021 en Tuxtla Gutiérrez y
Zinancatan en el estado de Chiapas, México. Se adquirieron hojas de G. odorata y T.
oliviformis, asi como tallo con corteza de C. dodecandra y T. nelsonii y especimenes
completos para su identificacion. Los especimenes fueron identificados a nivel especie
por el herbario de la FCB-UANL. De manera individual, el material vegetal se limpio,
cortd, secO a temperatura ambiente sin iluminacioén directa, y trituré en un molino de
mano. Extractos hexdnicos y metanolicos se obtuvieron mediante maceracion mezclando
una parte de vegetal con tres partes de solvente durante 18 dias a temperatura ambiente y
sin agitacion, realizando procesos de extraccion cada seis dias con hexano y aplicando
sonicacion por 15 minutos, seguido por extraccion con metanol en las mismas
condiciones. En cada ocasion, los extractos se filtraron y concentraron a presion reducida
empleando un rotavapor Yamato, Modelo RE2000. Finalmente, se secaron en una estufa
a 40°C hasta peso constante para calcular el % de rendimiento a partir de la masa de
vegetal empleada en la extraccion y la masa del extracto obtenido, aplicando la formula

matematica 1:

.. ., masa del extracto obtenido
% de rendimiento de extraccion = — (100)
masa de tejido vegetal

Formula 1. % de rendimiento de extraccion.

Los extractos obtenidos se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Cultivo de trofozoitos parasitos.

Trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS, T. vaginalis, T. tenax cepa ATCC-30207
y T. foetus UT ATCC-30232 fueron cultivados en medio TYI-S-33 suplementado con
suero bovino hasta una concentracion de 10 % v/v (Keister 1983). Los tubos inoculados
se incubardan a 36.5°C manteniéndolos en su fase exponencial. Todos los cultivos se

procesaron y mantuvieron bajo condiciones axénicas.

26



Ensayo in vitro de actividad antiprotozoaria de los extractos crudos.

Los extractos se evaluaron a una concentracion de 150 pg/mL siguiendo la metodologia
propuesta por Mata-Cardenas (Mata et al. 2008). Para ello, cada extracto fue disuelto en
DMSO (Dimetilsulfoxido 99.5 % para cultivo celular, Sigma Aldrich), posteriormente se
realiz6 una dilucidon con agua desionizada, se colocaron 50 pL de esta dilucion en
microviales conicos Wheaton de 1 mL; y se agregaron 950 puLL de medio de cultivo TYI-
S-33 suplementado con suero bovino al 10% previamente inoculado con concentraciones
de 2x10* 6 1x10° trofozoitos/mL de ameba y tricomonas, respectivamente; todos los
cultivos se incubaron a 36.5 °C, las trichomonas por 24 h y E. histolytica durante 72 h. Al
cumplirse el tiempo de incubacion, los microviales fueron enfriados durante 30 minutos
en un bafio de agua-hielo para desprender las células adheridas a las paredes de los
microviales, en el caso de las trichomonas, se realizé una dilucion 1:10 con formalina con
la finalidad de fijar los trofozoitos, para luego realizar conteo celular en cdmaras de
Neubauer, donde se tom6 como referencia el numero de trofozoitos/mL del tubo testigo
(medio TYI-S-33 inoculado y DMSO) para obtener el porcentaje de inhibicion mediante

las formulas matematicas 2 y 3. Los ensayos se realizaron por triplicado.

# trofozoitos/mL en medio con extracto

% de crecimiento de trofozoitos = (100)

# trofozoitos/mL en tubo testigo

Formula 2. % de crecimiento de trofozoitos

% inhibicion de proliferacion celular = (100) — (% de crecimiento de trofozoitos)

Formula 3. % de inhibicion de proliferacion celular

Concentracion Inhibitoria Media (Clso).

La Concentracion Inhibitoria Media (Clso) de extractos, particiones y fracciones fue
determinada a partir del % de inhibicion de crecimiento celular de una serie de soluciones
con concentracion entre 37.5 y 450 ug/mL. El metronidazol (Grado estandar analitico,
Sigma Aldrich) fue usado como control positivo evaluando soluciones de concentracion

entre 0.078 y 1.25 pg/mL.
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Analisis estadistico.

Para determinar la actividad antiprotozoaria (variable dependiente) in vitro de las plantas
y sus extractos (variable independiente) en estudio se realiz6 un disefio experimental 4 x
2 x 4 (4 plantas, 2 extractos, 4 protozoarios parasitos) sobre la variable dependiente % de
inhibiciéon de crecimiento celular. Los resultados del disefio experimental fueron
sometidos a un analisis de varianza multifactorial y comparacion multiple de Tukey con
un nivel de significancia de 0.05, empleando el software SPSS Statistics, version 20.0

(IBM Corp. Released 2011).

La concentracion que inhibe el crecimiento del trofozoito en un 50 % (Clso) se determind
mediante la transformacion Probit/log del modelo de curva dosis/respuesta y la pendiente
de la formula de regresion Y = m x + b, utilizando el software estadistico antes

mencionado.

Se utiliz6 ANOVA bifactorial para un disefio experimental de 4 x 2 (4 plantas y 2
extractos) para comparar las medias de la Clso de los distintos extractos de cada planta
frente a cada protozoario utilizado en el estudio. La comparacion de medias de la Clso
originada por las plantas y tipo de extracto se realizo mediante la prueba de Tukey con un

nivel de significancia de 0.05.
La significancia en la actividad antiprotozoaria de los compuestos aislados fue analizada

mediante un ANOVA bifactorial. Con ello y la prueba de Tukey, se compar6 las medias

de la Clso originada por los compuestos frente a los diferentes protozoarios, p < 0.05.
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Aislamiento de los compuestos con actividad antiprotozoaria a través de
fraccionamiento quimiobiodirigido.

Particion del extracto metandlico de 7. nelsonii y G. odorata.

Tomando como base el rendimiento en masa y su actividad antiprotozoaria, el extracto
metanodlico de 7. nelsonii y G. odorata fueron sometidos a particion con solvente
diclorometano, mezclando una parte del extracto con cinco partes de solvente y se aplico
sonicacion durante 15 minutos, obteniéndose dos particiones de cada extracto: parte
soluble en diclorometano (PSDM) y la parte insoluble en diclorometano (PISDM). El
solvente en ambas particiones fue eliminado por evaporacion y los extractos se secaron
en una estufa a 40°C. El extracto de las particiones fue disuelto en DMSO y se determind

su actividad antiprotozoaria (Clso), mediante el método antes descrito.

Fraccionamiento quimiobiodirigido del extracto hexanico de 7. mnelsonii y G.
odoarata.

Con base en la actividad antiprotozoaria de la parte soluble en diclorometano del extracto
metanolico de 7. nelsonii (TnM-PSDCM), 1.3 g del extracto hexénico (TnH) se fracciond
mediante cromatografia en columna con Sephadex LH-20 (300x70 mm), empleando
como eluente 1L del sistema n-Hex:DCM:AceOEt en proporcion 2:1:1, respectivamente,
resultando 33 fracciones; las fracciones fueron sometidas a cromatografia en capa fina
(TLC Silica gel 60 F2s4, MercK) y eluidas con n-Hexano:AceOEt en proporcion 8:2. La
revelacion de las TLC se hizo empleando una solucion de CoCl; al 2% en HCl al 10 % ,
posteriormente fueron visualizadas con luz visible y luz UV a 254 y 356 nm de longitud
de onda. El andlisis de la TLC permiti6 formar cuatro fracciones (Figura,10) que fueron
analizadas mediante RMN-'H (Bruker Spectrospin 500 UltraShield, 500 MHz, CDCl3) y

se determino su actividad antiprotozoaria.
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Figura 10. TLC-Fracciones del extracto hexanico de 7. nelsonii: a) CoCl, 2% en HCI 10 %, b) UV 254 nm,
¢) UV 356 nm.

La baja complejidad de los desplazamientos quimicos en el espectro RMN-'H de la
fraccion 2 (Figura, 11) y su actividad antiprotozoaria, permitieron su posterior
fraccionamiento por cromatografia en columna de gel de silice (250 x 50 mm) utilizando
un gradiente escalonado de n-Hexano y Acetato de etilo obteniendo y de la cual resultaron

74 subfracciones.
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Figura 11. Espectro de RMN-H! (500 MHz) de las fracciones de TnH.
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Las subfracciones fueron analizadas a través de TLC y RMN-'H permitiendo formar 8
subfracciones. El cromatograma (Figura, 12) y el espectro de RMN-'H de alta resolucién
de las subfracciones 3 y 6 revelaron el aislamiento de dos compuestos puros. El solvente
de elucion de las subfracciones fue eliminado empleando un rotaevaporador BUCHI R200
con bomba de vacio BUCHI V-700. Finalmente, se midi6 la masa de cada compuesto

aislado.
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Figura 12. TLC-Subfracciones 3 y 6 de TnH.

Con respecto a G. odorata, 1.3 g del extracto hexanico (GoH) se fraccionaron mediante
cromatografia en columna con Sephadex LH-20 (300%70 mm), empleando como eluente
1 L del sistema n-Hex:DCM:AceOEt en proporcion 2:1:1, respectivamente, resultando 71
fracciones; las fracciones fueron sometidas a cromatografia en capa fina (TLC Silica gel
60 F2s4, MercK) y eluidas con n-Hexano:AceOEt en proporcion 8:2. La revelacion de las
TLC se hizo empleando una soluciéon de CoClz al 2% en HCl al 10 % , posteriormente
fueron visualizadas con luz visible y UV a 254 y 356 nm de longitud de onda. El analisis
de la TLC permitié formar cuatro fracciones, figura,13. La fraccién dos present6 un patron
similar de migracion al extracto crudo. Ademas, las fracciones fueron analizadas mediante
RMN-'H (Bruker Spectrospin 500 UltraShield, 500 MHz, CDCls) obteniéndose para la

fraccion dos un espectro con alta complejidad quimica.
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Figura 13. TLC-Fracciones del extracto hexanico de G. odorata: a) CoCl, 2% en HC1 10 %, b) UV 254
nm, ¢) UV 356 nm.

La fraccion dos fue separada por cromatografia en columna de gel de silice (250 x 50 mm)
utilizando un gradiente escalonado de n-Hexano y Acetato de etilo obteniendo 68
subfracciones. La cromatografia en capa fina permitio unificar las 68 subfracciones en 10,

mostrando la subfraccion dos y cinco como manchas parcialmente “limpias”, figura 14.

Figura 14. TLC-Subfracciones derivadas de la fraccion 2 de GoH: a) CoCl» 2% en HCI 10 %, b) UV 254
nm, ¢) UV 356 nm.

El espectro RMN-'H de las diez subfracciones fue de alta complejidad estructural, sin

embargo, la subfraccion cinco mostr6 senales multipletes mejor definidas, figura 15.

32



T M
9

MH-GoHF2SF8.1.fid

i

% l.

6

. ¥
MH-GoHF2SF7.1.fid MJL/
7

Te— J/\JJ

MH-GoHF2SF6.1.fid

MH-GoHF2SF5.1.fid
5

H ‘ ks
A | vuﬁﬂ_
MH-GoHF2SF4.1.fid
4
L4

I E—

MH-GoHF2SF3.1.fid A ‘
3

~ N N PR OV S N

MH-GoHF2SF2.1.fid
2

I

MH-GoHF2SF1.1.fid
1

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN-H! (600 MHz) de las subfracciones derivadas de la fraccion 2 de GoH.

De acuerdo con la TLC y espectro RMN-H1, la subfraccion cinco fue purificada mediante
cromatografia de alta resolucion (HPLC) en un equipo Agilent 1260 Infinity Quaternary
LC equipado con un Detector de arreglo de diodos Waldbronn, Germany Infinitely Better.
La columna de fase normal usada fue Luna 5 um Silica 100 A, 250 x @ 10 mm. El sistema
de elucion fue un gradiente escalonado de n-Hex: AcOEt (90:10 a 0:100) durante 60 min
y un flujo de 2 mL/min. Las fracciones se colectaron mediante un colector automatico

obteniéndose un compuesto de acuerdo con el analisis RMN.

Elucidacion de los compuestos aislados de 7. nelsonii y G. odorata mediante
Resonancia Magnética Nuclear.

La identificacion estructural de los compuestos aislados provenientes de 7. nelsonii y G.
odoratase determino por medio de espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
Proton y de Carbono 13 (‘H-RMN, '3C-RMN) y sus correspondientes andlisis

bidimensionales de correlacion (HSQC, HMBC) Para ello, los compuestos se disolvieron
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en cloroformo deuterado (CDCI3 al 99.8%, Sigma Aldrich) y se llevaron a un equipo
Bruker Avance II 600 RMN con una frecuencia de 600 MHz para 'H y 125 MHz para '3C.
Los espectrogramas se analizaron via software MestReNova 14.2.0 (Mestrelab Research,

2020) con desplazamientos quimicos (0) en ppm.

Actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos aislados de 7. nelsonii y G.
odorata.

Los compuestos aislados provenientes de 7. nelsonii y G. odorata fueron disueltos en
etanol absoluto a una concentracion de 5 mg/mL. La Clso de los compuestos frente a
trofozoitos de E. histolytica, T. vaginalis y T. foetus fue estimada a partir del porcentaje
de % inhibicion generada por una serie de soluciones de concentracion entre 10 y 50

pg/mL del compuesto aislado.

Actividad bioldgica in silico de los compuestos aislados de 7. nelsonii y G. odorata
mediante acoplamiento molecular.

Modelado molecular de las proteinas diana ASPK y PFOR.

En ausencia de la estructura tridimensional de las proteinas Adenosin 5-fosfosulfato
kinasa (ASPK) y Piruvato-ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) de E. histolytica y T.
vaginalis respectivamente, determinadas experimentalmente a través de Resonancia
magnética nuclear (RMN) o cristalografia de rayos X, se procedi6 a realizar un modelo

estructural por homologia como se describe a continuacion:

A partir de la secuencia del dominio EnAPSK APSK (Ile***-Lys*’”) obtenida en formato
FASTA de GenBank: BAN39620.1 (Benson et al. 2013). Se model? la proteina APSK en
SWISS-MODEL (Waterhousee et al. 2018) el programa trabajo sobre 50 templados
homologos. La estructura terciaria se evaluod en el servidor de SAVESv6.0 sin embargo,
no cumplié con la calidad conformacional necesaria (Ramachandran Plot: 95 %).
Posteriormente, se minimiz6 la estructura en UCSF Chimera a 1000 pasos y se refind
utilizando la aplicacion GalaxyRefine (Heo et al. 2013) en el servidor GalaxyWeb; y se
evalu6 nuevamente con ERRAT en el servidor SAVESv6.0 de UCLA-DOE LAB
(Colovos y Yeates 1993).
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La proteina PFOR se model6 utilizando el servidor ALPHAFOLD3D (Abramson et al.
2024) empleando la secuencia de entrada Q27088 (7. vaginalis pFORA) del servidor
UniProt (The UniProt Consortium 2025). La optimizacion estructural y validacion de la
estructura modelo fue realizada utilizando el servidor Molprobity (Williams et al. 2018).

Por ultimo, la estructura modelo se confirmo usando el servidor SWISS-MODEL.

Obtencion estructural y analisis de los ligandos (compuestos aislados)

La estructura tridimensional de los ligandos se obtuvo en archivo Mol2 de la base de datos
ZINC20 (Irwin et al. 2020): Betulina, ZINC3978650; Estigmasterol, ZINC4096712 y B-
Sitosterol, ZINC4095717. La visualizacion de los modelos 3D se realizé en el programa
en Avogadro2 (Hanwell et al. 2012) y se determino el nlimero de conformaciones posibles

y su energia libre.

Prediccion de la interaccion ligando-proteina mediante acoplamiento molecular

Se realizd un acoplamiento molecular ciego y directo semiflexible para los ligandos
Betulina, Estigmasterol y B-sitosterol utilizando el software Autodock (Eberhardt et al.
2021) en la plataforma USCF Chimera (Pettersen et al. 2004) y el servidor CB-dock (Liu
et al. 2020).

El acoplamiento de los ligandos con la proteina ASPK se establecié una caja de unién (22
x 22 x 15 A) a sitios probables de la proteina determinados con el servidor CAVERweb
v1.2 (Stourac et al. 2019). Para la proteina PFOR, el servidor CB-dock se emple6 para
determinar la caja de union a sitios probables de la proteina. Antes del acoplamiento en
USCF Chimera, las estructuras proteicas se prepararon eliminando ligandos, iones y
solvente agua. Los valores de energia de union y los valores de RMSD fueron
determinados para cada ligando. Los puntos de contacto ligando-proteina fueron
analizados a través de los programas bioinformaticos Find Clashes/Contacts y LigPlot+

v2.2 (Laskowski y Swindells 2011).
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RESULTADOS

Actividad antiprotozoaria in vitro.

Rendimiento de extraccion de la maceracion de las plantas etnomedicinales.

Las plantas colectadas fueron identificadas por personal botanico del herbario de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL. Un ejemplar de cada planta fue montado,
registrado y depositado en el herbario. Con respecto a la obtencion de extractos mediante
maceracion, los resultados sefialan que se obtuvo mayor rendimiento empleando metanol
como solvente, los rendimientos fluctuaron en un rango entre el 5.0 % para C. dodecandra
y el 14.0 % para G. odorata. Por el contrario, el rendimiento de los extractos hexanicos se
mostrd en un intervalo del 0.4 % para C. dodecandra al 2.4 % para T. oliviformis. El
resumen de identificacion, masa empleada en base seca, y rendimientos en masa y % para

cada planta se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Recursos herbarios colectados y rendimiento de extraccion.

Folio d Parte de Masa Extracto Extracto
Planta medicinal 0,1(,) ¢ planta  base seca  Metandlico Hexanico
espécimen .
Empleada (2) (g) (%) (g) (%)
Tagetes nelsonii
25883 TC 3497 240 6.9 2.5 0.7
(Asteraceae)!
Gaultheria odorata
. 25884 H 401.2 564 14.0 6.5 1.6
(Ericaceae)!
Cordia dodecandra
) 25879 TC 2544 127 5.0 0.9 0.4
(Boraginaceae)?
Talisia oliviformis
25881 H 104.1  8.35 8.0 2.5 2.4

(Sapindaceae)®

116°45734.0"" N, 92° 43" 18.0"" E, 216°43" 46.2"" N, 93° 06" 0.87"" E, 316° 43" 45.7"" N, 93° 06" 0.70""
E; * TC= Tallo con corteza; H= Hojas.

Actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos crudos de selectas plantas
medicinales.
Un total de ocho extractos, cuatro metandlicos y cuatro hexanicos, provenientes de las

plantas medicinales Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y Talisia
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oliviformis fueron evaluados para determinar su actividad antiprotozoaria in vitro frente a
los protozoarios parasitos Entamoeba histolytica, Trichomonas Vaginalis, Trichomonas
tenax y Tritrichomonas foetus. El porcentaje de inhibicion del crecimiento celular se
determino a una concentracioén de 150 pg/mL después de 24 y 72 h de incubacion frente

a tricomonas y amebas, respectivamente.

Siete extractos mostraron actividad inhibitoria de crecimiento amebiano con porcentajes
de inhibicidon superiores al 50 % a la concentracion evaluada. Entre los extractos
metanolicos, el obtenido de 7. oliviformis mostr6 la menor actividad antiprotozoaria con
un % de inhibicién de 50.37 + 1.13 %, mientras que el derivado de 7. nelsonii exhibi6 la
mayor actividad inhibitoria con 60.53 + 10.30 %. Con respecto a los extractos hexanicos,
el procedente de C. dodecandra mostré la actividad mas baja con un 41.69 + 12.37 %
mientras que, el obtenido de 7. nelsonii present6 el mayor % de inhibicion celular con un
valor de 71.66 + 4.11. Por otra parte, la actividad inhibitoria del crecimiento celular por
las plantas frente a las cepas de tricomonas fue variable y no superior al 50.89 % exhibido
por el extracto metanolico de 7. nelsonii. Frente a T. vaginalis, la actividad inhibitoria de
los extractos metandlicos se presentd en un rango entre 25.54 = 7.20 % por T. oliviformis
y 48.10 £ 3.06 % por T nelsonii. Los extractos hexanicos presentaron el mismo patron de
actividad, con 21.93 £ 3.26 % para T. oliviformis y 49.09 + 6.22 % para T. nelsonii. Con
respecto a 1. tenax, los extractos metanolicos presentaron una actividad inhibitoria entre
1532 = 575 % y 50.89 = 4.11 % originados por 7. oliviformis y T. nelsonii,
respectivamente. Mientras que, para los extractos no polares, la actividad se mantuvo entre
27.88 4+ 13.72 % y 44.44 £ 3.55 % por C. dodecandra y T. nelsonii, respectivamente. Por
ultimo, 7. foetus se mostré menos susceptible a la actividad inhibitoria de los extractos de
las cuatro plantas. Los extractos metanolicos exhibieron inhibicion de crecimiento en un
rango entre 10.45 + 3.90 % y 23.50 + 8.87 % por C. dodecandra y G. odorata,
respectivamente. La actividad inhibitoria de los extractos hexdnicos fluctu6 entre 10.38 +
5.72 % por G. odorata 'y 33.65 = 8.76 % por T. nelsonii. La informacién completa de la
actividad inhibitoria por las plantas y sus extractos frente a los diferentes protozoarios

parasitos se resume en la Tabla 3.
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Tabla 3. Actividad antiprotozoaria in vitro de selectas plantas etnomedicinales del sureste mexicano.

% de Inhibicion de los extractos crudos frente a trofozoitos protozoarios parasitos*

E. histolytica® T. vaginalis® T. tenax’ T. foetus”
Planta medicinal Metandlico Hexanico Metandlico Hexanico  Metanolico  Hexanico Metanolico Hexanico
Tagetes nelsonii (Asteraceae)* 60.53+10.30  71.66+4.11  48.10+3.06 49.09 £ 6.22 50.89 +4.11 44.44 £3.55 1456 +£6.02  33.65+8.76
Gaultheria odorata (Ericaceae)® 5533+ 636  69.48+695  34.24+3.00 33.83 +£4.31 31.87+2.17 39.80+6.07  23.50+887  10.38+5.72
Cordia dodecandra (Boraginaceae)® 52.04+£6.68 41.69+1237 38.72+1.54 31.33+£7.28 25.03+4.11  27.88+1372  1045+3.90 22.43+3.62
Talisia oliviformis (Sapindaceae)® 5037+ 1.13 5695+ 11.16 25.54+7.20 21.93+3.26 1532+5.75 32.53+740  21.85+6.10  15.41+4.88

“[Extracto]= 150pg/mL; media de resultados + DS (n=3); Efectos principales: Planta (F=31.527, p<0.05), Parésito (F=135.799, p<0.05), Extracto (F=4.153,

p=0.046). Plantas o Parasitos con la misma letra subindice son estadisticamente iguales.
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El analisis ANOV A multifactorial determind el efecto de la planta, el tipo de extracto y el
parasito sobre la actividad antiprotozoaria medida como porcentaje de inhibicion. El
modelo fue estadisticamente significativo (F= 19.042, p < 0.05), explicando el 90.2% de
la varianza total en la inhibicién (R? = 0.902; R? corregido = 0.855). El anélisis encontrd
efectos significativos para todos los factores: planta (F=31.527, p<0.05), parasito
(F=135.799, p<0.05) y Extracto, aunque de menor magnitud (F=4.153, p=0.046). El
analisis post hoc de Tukey revel6 que Tagetes nelsonii presentd una inhibicion
significativamente mayor en comparacion con las demdés especies vegetales (p< 0.05).
Gaultheria odorata mostrd también una inhibicion significativamente superior a la de
Talisia oliviformis y Cordia dodecandra, las cuales no difirieron significativamente entre
si. En cuanto a los parasitos, el andlisis de comparaciones multiples (Tukey, o= 0.05)
mostrd que Entamoeba histolytica fue significativamente mas sensible que Trichomonas
vaginalis, Trichomonas tenax y Tritrichomonas foetus. Asimismo, 7. foetus fue
significativamente menos sensible que 7. vaginalis y T. tenax, que no difirieron
significativamente entre si. Ademds, no se encontrd interaccion significante entre
planta/extracto (F=1.128, p=0.344) lo que sugiere que el efecto de los extractos es similar
entre las plantas. La interaccion planta/parasito fue significativa (F=3.471, p<0.05)
indicando que el % de inhibicién depende de la planta evaluada. Por otro lado, la
interaccion extracto/parasito no fue significativa (F=1.934, p=0.133) sugiriendo que la
respuesta medida no depende del extracto. Estos resultados indican que tanto el origen
botanico como el tipo de extraccion y el tipo de parasito influyen significativamente en la

eficacia antiprotozoaria de los extractos vegetales evaluados.

Determinacion de la concentracion inhibitoria media de crecimiento (Clso) de los
extractos crudos de selectas plantas medicinales.

Para concluir la actividad antiprotozoaria de las plantas en funcion de la concentracion del
extracto, se determind la concentracion de extracto que inhibe el 50 % de crecimiento del
protozoo, Clso. La actividad de antiprotozoaria in vitro fue mayor frente a E. histolytica
mientras que la actividad anti-tricomonas de los extractos fue mejor para 7. vaginalis,

seguida de 7. tenax y finalmente, 7. foetus.
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Con respecto a E. histolytica, la mejor actividad fue exhibida por el extracto hexanico de
G. odorata con Clso= 113.33 + 6.11 pg/mL seguido por el extracto metanolico de 7.
nelsonii con Clso=132.09 + 19.69 png/mL. El analisis de varianza bifactorial reveld efectos
significativos de la planta (F=9.511, p <0.05) y del tipo de extracto (F= 6.804, p < 0.05)
sobre la actividad anti-E. histolytica. Ademas, no se observd interaccion significante entre
ambos factores (F= 3.114, p = 0.056). Estos resultados sugieren que tanto la especie
vegetal como el tipo de extracto influyen de manera independiente en la actividad anti-E.
histolytica, sin evidencia concluyente de interaccion entre ambos factores. Por otro lado,
aunque el andlisis estadistico mostrd diferencias significativas entre las plantas, la
comparacion de medias a través de la prueba de Tukey indicé que algunas especies
vegetales comparten la misma actividad biolégica. G. odorata presentd la mayor
actividad, mientras que 7. oliviformis mostr6 la mas baja. Sin embargo, s6lo estas dos
especies se diferenciaron estadisticamente entre si (p < 0.05). Las especies 7. nelsonii y
C. dodecandra mostraron valores intermedios, sin diferencias significativas claras

respecto a las otras especies, Tabla 4.

Tabla 4. Actividad anti-E. histolytica de selectas plantas medicinales y sus extractos.

Actividad anti-E. histolytica (ng/mL)!
Nombre de Planta (familia)

Ext. Metanolico Ext. Hexanico

Tagetes nelsonii (Asteraceae)™ 132.09 £ 19.69 140.46 +7.61

Gaultheria odorata (Ericaceae)? 143.24 +13.97 113.33+6.11

Cordia dodecandra (Bomginaceae)b’C 160.13 +13.17 148.42 +6.54

Talisia oliviformis (Sapindaceae)° 179.95 £ 4.20 152.03 £ 10.28
! Media de resultados + DS, (n=3); Efectos analizados: Plantas (F= 9.511, p < 0.05), Extracto (F=
6.804, p <0.05), Planta*extracto (F=3.114, p = 0.056).

Frente a 7. vaginalis los extractos de 7. nelsonii mostraron la mejor actividad
tricomonicida con una Clso menor a 157.07 + 8.89 pg/mL, seguido del extracto metanolico

de G. odorata quien mostrd una Clso de 190.37 = 7.73 pg/mL. Al analizar los resultados
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mediante un ANOVA de dos vias, el estudio mostr6 efectos significativos de la especie
vegetal (F = 94.351, p < 0.05), del tipo de extracto (F = 16.697, p = 0.05) y de su
interaccion (F= 5.550, p < 0.05) sobre la actividad anti-7. vaginalis. Estos resultados
sugieren que tanto la planta como el tipo de extracto influyen en la actividad
antiprotozoaria, y que, ademas, el efecto del extracto varia en funcion de la planta
utilizada. La prueba de Tukey (o= 0.05) confirm¢ diferencia significativa entre las cuatro
plantas evaluadas. 7. nelsonii presentd la mayor actividad antiprotozoaria, mientras que
T. oliviformis mostrd la mas baja. Las demas especies ocuparon posiciones intermedias y
también difirieron entre si. Este patron de agrupamiento sugiere una progresion clara en
la actividad anti-7. vaginalis segin la planta utilizada, y respalda la existencia de

variaciones bioactivas entre plantas, Tabla 5.

Tabla 5. Actividad anti-7. vaginalis de selectas plantas medicinales y sus extractos.

Actividad anti-T. vaginalis (ng/mL)!

Nombre de Planta (familia)

Metandlico Hexanico
Tagetes nelsonii (Asteraceae)® 157.07+ 8.89 153.15+9.01
Gaultheria odorata (Ericaceae)® 190.37+7.73 219.70 + 3.09
Cordia dodecandra (Boraginaceae)* 234.46 +13.63 241.38 £6.33

Talisia oliviformis (Sapindaceae)? 241.87+15.97 289.53 +20.96
! Media de resultados + DS, (n=3); Efectos analizados: Plantas (F= 94.351, p < 0.05), Extracto (F=
16.697, p < 0.05), Planta*extracto (F= 5.550, p < 0.05).

Frente a T. tenax, los extractos polares de 7. nelsonii y G. odorata presentaron mejor
actividad con un Clso = 161.70 £ 13.87 pug/mL y 243.44 &+ 19.54 ng/mL, respectivamente,
mientras que el extracto no polar de 7. nelsonii mostré actividad tricomonicida con una
Clso de 162.90 + 5.26 ng/mL seguido de G. odorata con Clso = 185.00 = 19.57 pg/mL. La
actividad anti-7. tenax por las plantas y sus extractos se muestra en la tabla 5. El analisis
de varianza bifactorial mostr6 efectos significantes en el tipo de planta (F= 151.540, p <
0.05), tipo de extracto (F=61.078, p < 0.05), asi como de su interaccion (F=27.568, p <

0.05) sobre la actividad anti-7. fenax. La comparacion multiple mediante la prueba de
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Tukey mostré diferencia significativa (p < 0.05) entre las plantas evaluadas. En especial,
T. nelsonii present6 la mayor actividad anti-7. tenax, significativamente superior al resto
de los recursos medicinales, mientras que 7. oliviformis mostr6 la menor actividad. Los
resultados sugieren que tanto la especie vegetal como el tipo de extracto influyen de
manera significativa en la actividad anti-7. tenax, y que existe una interaccion especifica

entre ambos factores, Tabla 6.

Tabla 6. Actividad anti-7. tenax de selectas plantas medicinales y sus extractos.

Actividad anti-T. tenax (ng/mL)'
Nombre de Planta (familia)

Ext. Metandlico Ext. Hexanico

Tagetes nelsonii (Asteraceae)? 161.70 + 13.87 162.90 +5.26

Gaultheria odorata (Ericaceae)® 243.44 £ 19.54 185.00 +19.57

Cordia dodecandra (Boraginaceae)* 323.42+£22.11 315.83 £ 16.55

Talisia oliviformis (Sapindaceae)? 449.71 + 23.64 278.46 + 20.75

! Media de resultados + DS, (n=3); Efectos analizados: Plantas (F= 151.540, p < 0.05), Extracto (F=
61.078, p <0.05), Planta*extracto (F=27.568, p < 0.05).

La actividad anti-7. foetus de los extractos polares de G. odorata y T. olviformis
exhibieron mejor actividad tricomonicida con una Clso de 337.35 + 18.75 pg/mL y 453.96
+25.70 pg/mL, respectivamente. De los extractos no polares, 7. nelsonii exhibi6 la mayor
actividad tricomonicida con una Clso de 275.75 +26.66 pg/mL seguido por C. dodecandra
con Clso = 348.52+ 25.08 pg/mL. La actividad anti-T. foefus se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Actividad anti-7. foetus de selectas plantas medicinales y sus extractos.

Actividad anti-7. foetus (ng/mL)!
Nombre de Planta (familia)

Ext. Metanolico Ext. Hexanico
Tagetes nelsonii (Asteraceae)? > 500 275.75 £ 26.66
Gaultheria odorata (Ericaceae) 337.35+18.75 > 500
Cordia dodecandra (Boraginaceae)® > 500 348.52 £25.08
Talisia oliviformis (Sapindaceae)® 453.96 +25.70 > 500

! Media de resultados + DS, (n=3); Efectos analizados: Plantas (F= 27.932, p < 0.05), Extracto (F=
35.600, p < 0.05), Planta*extracto (F= 161.295, p <0.05).

El ANOVA bifactorial evidenci6 efectos favorables de la planta (F =27.932, p <0.05),
del tipo de extracto (F = 35.600, p < 0.05) y de su interaccion (F = 161.295, p < 0.05)
sobre la actividad anti-T. foetus. La interaccion significativa indica que el efecto del
extracto varia segun la planta evaluada, lo que sugiere una relacion especifica entre
especie vegetal y el solvente de extraccion. Al comparar las medias (Tukey, a = 0.05)
se encontrd diferencia significativa en la actividad anti-tricomonas entre las especies
vegetales evaluadas. 7. oliviformis mostrd la menor actividad y se diferencid
significativamente de 7. nelsonii, que presentd la mayor eficacia. Las especies G.
odorata 'y C. dodecandra ocuparon posiciones intermedias y no difirieron
estadisticamente de las otras especies, formando un grupo homogéneo con ambas.
Estos resultados apoyan la existencia de variabilidad anti-7. foetus relevante entre las

plantas medicinales, que podria relacionarse con su perfil quimico.
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Aislamiento de los compuestos con actividad antiprotozoaria a través de
fraccionamiento quimiobiodirigido.

Particion y fraccionamiento quimibiodirigido de los extractos de 7. nelsonii y G.
odorata.

Siendo 7. nelsonii la planta con la mayor actividad antiprotozoaria, seguido de G. odorata
y tomando como punto de partida el rendimiento de cada extracto, se realizo la particion

de los extractos metanolico con Diclorometano.

La parte soluble en Diclorometano (PSDCM) de los extractos metandlicos de 7. nelsonii
y G. odorata presentaron la mejor actividad antiprotozoaria frente a E. histolytica y T.

vaginalis. La actividad antiprotozoaria del proceso de particion se resume en la Tabla 8.

Tabla 8. Actividad antiprotozoaria de las particiones del extracto metandlico de T. nelsonii y G. odorata.

Actividad antiprotozoaria (Clso pg/mL)

Planta E. histolytica T. vaginalis
PSDCM PISDCM PSDCM PISDCM

T. nelsonii 100.90 + 8.68 >200 131.04 + 1.98 >200

G. odorata 138.80 +£4.48 >200 161.56 + 0.45 >200

* Particion: PSDCM= parte soluble; PISDCM= parte insoluble

Los resultados sugieren que los compuestos con actividad antiprotozoaria son de
naturaleza no polar y han de encontrase en mayor proporcion en los extractos hexanicos
por lo cual, TnH y GoH se sometieron a fraccionamiento quimiobiodirigido aislandose
dos compuestos de alta pureza, como soélidos cristales de color blanco a partir de T.
nelsonii y un compuesto con las mismas caracteristicas fisicas a partir de G. odorata. El
proceso de fraccionamiento quimiobiodirigido de los extractos se presenta en las figuras

16,17, 18 y 19.
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Tagetes nelsonii
(340 g)

Extracto hexanico

25¢)
Clso= 140.46 pg/mL

Extracto metanolico

(24 ¢)
Clso= 132.09 pg/mL

1.3 ga C.C. Sephadex LH20
300 x 70 mm
n-Hex:DM:MeOH (2:1:1)

9.18 g a Particion con
Diclorometano 1:5

Parte Soluble

(271.6 mg)
ClIso=100.90 pg/mL

Figura 16. Esquema de fraccionamiento quimiobiodirigido de 7. nelsonii frente a E. histolytica: F1-4: fracciones, SF1-8: subfracciones. * Compuesto aislado de

Parte Insoluble

Clso=>200 pg/mL

F1
(44 mg)

Clso= 50-100 pg/mL

F2
(290 mg)

Clso=25-50 pg/mL

F3
(470 mg)

Clso= 50-100 pg/mL

F4
(18 mg)

Clso= 50-100 pg/mL

C.C. Silicagel
250 x 50 mm

Gradiente n-Hex:AcEto

SF1 SF2 SF3 SF4 SF5 SF6 SF7 SF8
(20 mg) (41.5 mg) (15 mg) (8.0 mg) (5.4) mg (7.8 mg) (2.8 mg) (87.7 mg)
C1* C2*

alta pureza indicado mediante RMN-H!
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(249

Extracto Metanolico

Clso= 157.07 pg/mL

Parte Soluble

9.18 g a Particion con

Diclorometano 1:5

(271.6 mg)
Cls0=131.04 pg/mL

Clso= 100 pg/mL

Clso=50-100 pg/mL

Clso= 100 pg/mL

Tagetes nelsonii
(340 g)
Extracto hexanico
2.5¢)
Clso=153.15 pg/mL
1.3 g a C.C. Sephadex LH20
300 x 70 mm
n-Hex:DM:MeOH (2:1:1)
Parte Insoluble | | | |
(8.90 g) F1 F2 F3 F4
Clso=>200 pg/mL (44 mg) (290 mg) (470 mg) (18 mg)

Clso=>100pg/mL

Gradiente n-Hex:AcEto

C.C. Silicagel
250 x 50 mm

SF1
(20 mg)

SF2
(41.5 mg)

SF3

(15 mg)
C1*

SF4
(8.0 mg)

SF5S
(5.4) mg

SF6 SF7
(7.8 mg) 2.8
Ca (2.8 mg)

SF8
(87.7 mg)

Figura 17. Esquema de fraccionamiento quimiobiodirigido de 7. nelsonii frente a T. vaginalis: F1-4: fracciones, SF1-8: subfracciones. * Compuesto aislado de

alta pureza indicado mediante RMN-H!
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(56.4 g)

Extracto metanolico

CI,,= 143.24 pg/mL

(400 g)

Gaultheria odorata

Parte soluble

10.43 g Particion
con diclorometano 1:5

Parte insoluble

(778.4 mg)
CI,,= 138.80 pg/mL

(9.66 g)
CL,=>200 pg/mL

Extracto hexanico

659
CI,,= 11332 pg/mL

1.32 g Sephadex LH20 C.C.

300 x 70 mm

n-Hex:DCM:MeOH (2:1:1)

C1*
(2.5 mg)

F1 F2 F3 F4
(24 mg) (680 mg) (9 mg) (1.5 mg)
CISO= 100 pg/mL CISO= 25-50 pg/mL CISO= 50-100 pg/mL CISO= 50-100 pg/mL
Silica C. C.
250 x 50 mm
Gradiente n-Hex:EtOAc
SF5
(30 mg)

HPLC

Silica 250 x 10 mm'

CI50 <25 pg/mL

Gradiente n-Hex:EtOAc
(90:10 a 0:100)
60 min. 2 mL/min

Figura 18. Esquema de fraccionamiento quimiobiodirigido de G. odorata frente a E. histolytica: F1-4: fracciones, SF5: subfraccion 5. * Compuesto aislado de

alta pureza indicado mediante RMN-H!
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(56.4 g)

Extracto metanolico

CI,,= 19037 pg/mL

(400 g)

Gaultheria odorata

Parte soluble

10.43 g Particién
con diclorometano 1:5

Parte insoluble

(778.4 mg)
CISO= 165.56 pg/mL

(9.66 g)
CIL =>200 pug/mL

Extracto hexanico

65g)
CISO= 219.70 pg/mL

1.32 g Sephadex LH20 C.C.

300 x 70 mm

n-Hex:DCM:MeOH (2:1:1)

C1*
(2.5 mg)

F1 F2 F3 F4
(24 mg) (680 mg) (9 mg) (1.5 mg)
CI,=<100 pg/mL CI,=25-50 pg/mL CI, = 50-100 pg/mL CI,=50-100 pg/mL
Silica C. C.
250 x 50 mm
Gradiente n-Hex:EtOAc
SF5
(30 mg)

HPLC

Silica 250 x 10 mm!

CIS(J: <25 pg/mL

Gradiente n-Hex:EtOAc
(90:10 a 0:100)
60 min. 2 mL/min

Figura 19. Esquema de fraccionamiento quimiobiodirigido de G. odorata frente a T. vaginalis: F1-4: fracciones, SF5: subfraccion 5. * Compuesto aislado de alta

pureza indicado mediante RMN-H!
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Elucidacion de los compuestos aislados mediante Resonancia Magnética Nuclear.
Analisis espectroscopico RMN del compuesto 1 de 7. nelsonii.

La estructura de los compuestos aislados fue elucidada mediante espectroscopia por
resonancia magnética nuclear RMN-H! (600 MHz, CDCl3), RMN-C!*(125 MHz CDCl;)
y andlisis bidimensional de correlacion nuclear (RMN-2D: HSQC, HMBC).

El espectrograma del compuesto 1 reveld la existencia de sefiales para protones con
desplazamientos quimicos (0u) menores a 5 ppm, de las cuales se distinguen dos sefales
como singuletes que integran un protoén cada una (dn) de 4.69y 4.57 (J=2.5HzyJ=1.5,
2.7 Hz, respectivamente); una sefial a du de 3.64 como doble triplete integra un protén (J
=1.2,6.7, 6.7 Hz), una sefial a dy de 3.18 como doble doblete que integra un protén (J =
4.7, 11.6 Hz); seis sefiales como singuletes que integran para tres protones cada una con

dua 1.65,1.03,1.01,0.97, 0.94, 0.83.

El espectro RMN-C! reveld poco mas de 30 sefiales, dos sefiales con 8¢ 151.2'y 109.4 asi

como una sefial con dc de 79.1.

El anélisis bidimensional de correlacion heteronuclear de carbono y protoén a un enlace
(HSQC) mostr6 la correlacion entre los protones con oy de 4.69 y 4.57 y la sefial oc de
109.4, correlacion de una posible agrupacion olefina, la sefial 6u 3.64 con d6c de 63.2 asi
como también la sefal del proton con on de 3.18 y la sefial d¢c de 79.1, propia de una
relacion oximetino. Las siete sefiales que integran 3 protones cada una, correlacionan con
carbonos con desplazamientos quimicos en campo alto (< 30 ppm), zona para grupos
metilo. La sefial de carbono con 6c de 151.2 no mostrd correlacion con protones, lo que
indica que se trata de un carbono cuaternario. La informacion descrita es concordante para

el compuesto Betulina.
La Tabla 9, muestra la informacion completa de los espectros RMN-H' y RMN-C!? del

compuesto 1 aislado. La estructura molecular y los espectros descritos se muestran en las

figuras 20, 21 y 22.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN-H! y C!* del compuesto 1 aislado de T. nelsonii.

Compuesto 1

Posicion Tipo oc 511 (J Hz)*
1 CH: 327 2.04
2 CH, 251 1.68, m
3 CH 791  3.18,dd(47,1L6)
4 c 371 i
5 CH 552 141, m
6 CH 182 151, m
7 CH, 342 139, m
8 C 408 i
9 CH 504 125, m
0 Cc 371 i
1 CH, 209 1.67,m
12 CH 256 1.66, m
13 CH 380 2.03,d
4 C 48 i
15 CH, 273 1.87,m
16 CH» 293 1.47. m
7 C 479 i
18 CH 483 129, m
19 CH 504 237,1d,(59, 111, 11.1)
0 C 1512 i
21 CH, 298 118, m
2 CH 399 1.66, m
3 CH; 279 1.03, s
4 CH; 153 0.94, s
35  CH; 160 0.83.
26 CH; 159 101, s
27 CHy 146 0.97, s
8 CH: 632  3.641(12,67,67)
CH; 4.69,d (2.5)
29 1094 457.dd(1.5,2.7)
30 CH; 193 1.65, s

* sefial: d= doblete, m= multiplete, s= singulete, t= triplete
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Figura 20. Estructura y Espectro de RMN-H! (600 MHz, CDCls) del Compuesto 1 aislado del extracto hexanico de 7. nelsonii.
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Figura 21. Espectro de RMN-C!* (151 MHz, CDCls) del Compuesto 1 aislado del extracto hexéanico de 7. nelsonii.
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Figura 22. Espectro de HSQC del Compuesto 1 aislado del extracto hexanico de T. nelsonii.
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Analisis espectroscopico RMN del compuesto 2 de 7. nelsonii.

El espectro RMN-H! del compuesto 2 mostré la existencia de sefiales para protones con
desplazamientos quimicos (dn) menores a 5.4 ppm, de las cuales se distinguen: una sefial
como doble doblete para un protén a (6n) de 5.35 (J=2.3 Hz y 5.1 Hz); dos sefiales como
dobles dobletes que integran un proton cada una (6n) de 5.15 (J=8.5 Hzy 152 Hz) y
5.02 (J=28.7 Hzy 15.2 Hz); una sefial a du de 3.52 como multiplete que integra un proton;
tres sefiales como singuletes que integran para tres protones cada una con on a 1.02, 1.01,

0.69; tres sefiales multiplete que integran tres protones a ou 0.85, 0.84 y 0.80.

El espectro RMN-C!3 mostrd 29 sefiales, cuatro sefiales a campo bajo con §¢ 140.7, 138.2,

129.7 y 121.6 asi como una sefial con 6c de 71.7.

Por otra parte, el andlisis bidimensional de correlacion heteronuclear de carbono y proton
a un enlace (HSQC) mostro la correlacion entre el proton con on de 5.36 y la sefial ¢ de
121.65; la sefial de los protones con dnde 5.15 y 5.02 con las senales oc de 138.2 y 129.7,
respectivamente, correlacion de una posible agrupacion olefina, asi como también la sefial
del proton con 6n de 3.52 y la sefial 6c de 71.7, propia de una relacion oximetino. Las seis
seflales que integran 3 protones cada wuna, correlacionan con carbonos con
desplazamientos quimicos menores a 30 ppm, zona de grupos metilo. La sefial de carbono
con dc de 140.7 no mostrd correlacidon con protones, lo que indica que se trata de un
carbono cuaternario. La informacion descrita es concordante para el compuesto
Estigmaesterol.

La Tabla 10, muestra la informacion completa de los espectros RMN-H' y RMN-C!? del
compuesto 2 aislado. La estructura molecular y los espectros descritos se muestran en las

figuras 23, 24 y 25.
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN-H! y C'* del compuesto 2 aislado de T. nelsonii.

L, C2 Estigmasterol
posicion -

Tipo Oc on (] Hz)
1 CH: 374 1.01, m
2 CH: 31.5 1.85, m
3 CH 71.7 3.52, m
4 CHz 42.3 223, m
5 C 140.7 -
6 CH 121.6 5.36, dd (2.3,5.1)
7 CH: 31.8 1.85, m
8 CH 31.5 1.83, m
9 CH 50.1 1.01, m
10 C 36.4 -
11 CHz 21.1 1.52, m
12 CHz 39.5 2.05-2.02, m
13 C 42.2 -
14 CH 56.8 1.02, m
15 CH: 24.2 1.60, m
16 CH: 29.2 1.70, m
17 CH 55.9 1.13, m
18 CHs 12.1 0.69, s
19 CHs 19.6 1.01, s
20 CH 39.7 2.02, m
21 CHs 21.1 1.02, s
22 CH 138.2 5.15,dd (8.5, 15.2)
23 CH 129.2 5.02, dd (8.7, 15.2)
24 CH 51.2 1.51, m
25 CH 31.8 1.46, m
26 CHs 21.1 0.85, m
27 CHs 18.7 0.84, t
28 CHz 24.9 1.69, m
29 CHs 11.8 0.80, m
30

* sefial: d= doblete, m= multiplete, s= singulete, t= triplete
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Figura 23. Estructura y Espectro de RMN-H' (600 MHz, CDCls) del Compuesto 2 aislado del extracto hexanico de 7. nelsonii.
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Analisis espectroscopico RMN del compuesto aislado de G. odorata.

El espectro RMN-H'! del compuesto mostré la existencia de sefiales para protones con
desplazamientos quimicos (dn) menores a 5.4 ppm, de las cuales se distinguen: una sefial
como doble doblete para un proton a (o) de 5.36 (J=2.3 Hz y 5.1 Hz); una sefal a 6u de
3.50 como multiplete que integra un proton; tres sefiales como singuletes que integran
para tres protones cada una con oy a 0.82, 0.84, 0.85; tres sefiales multiplete que integran

tres protones a ou 0.88, 0.84 y 0.80.

El espectro RMN-C!? mostré 29 sefiales, dos sefiales a campo bajo con 8¢ 140.7 y 121.7

asi como una sefial con dc de 71.8.

Por otra parte, el andlisis bidimensional de correlacion heteronuclear de carbono y proton
a un enlace (HSQC) mostro la correlacion entre el proton con on de 5.36 y la sefial 6c de
121.7, asi como también la sefial del protéon con dnde 3.50 y la sefial dc de 71.8, propia de
una relacion oximetino. Las seis sefiales que integran 3 protones cada una, correlacionan
con carbonos con desplazamientos quimicos menores a 30 ppm, zona de grupos metilo.

La informacién descrita es concordante para el compuesto -Sitosterol.
La Tabla 11, muestra la informacioén completa de los espectros RMN-H! y RMN-C'* del

compuesto aislado. La estructura molecular y los espectros descritos se muestran en las

figuras 26, 27 y 28.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN-H! y C'* del compuesto aislado de G. odorata.

B-Sitosterol

posicion

Tipo dc du (] Hz)
1 CH> 37.2 1.10, m
2 CH> 31.9 1.84, m
3 CH 71.8 3.50, m
4 CH:z 423 232, m
5 C 140.7 -
6 CH 121.7 5.36, dd (2.3, 5.1)
7 CH> 31.9 1.87, m
8 CH 317 1.83, m
9 CH 50.1 1.01, m
10 C 36.5 -
11 CHz 21.1 153, m
12 CHz 39.8 2.05-2.03, m
13 C 423 -
14 CH 56.8 1.03, m
15 CH: 243 1.60, m
16 CH> 282 1.70, m
17 CH 56.1 113, m
18 CHs 11.8 0.71,s
19 CHs 19.3 1.01, s
20 CH 36.1 2.02, m
21 CHs 18.7 1.02,s
22 CH: 33.9 1.20, m
23 CH: 26.1 1.19, m
24 CH 458 0.96, m
25 CH 29.2 1.46, m
26 CHs 19.8 0.85, m
27 CHs 19.0 0.85, t
28 CH> 26.1 1.69, m
29 CH 11.9 0.88, m

* sefial: d= doblete, m= multiplete, s= singulete, t= triplete
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Figura 26. Espectro de RMN-H! (600 MHz, CDCls) del Compuesto aislado del extracto hexanico de G. odorata.
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Figura 27. Espectro de RMN-C!? (151 MHz, CDCl3) del Compuesto aislado del extracto hexanico de G. odorata.
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Figura 28. Espectro de HSQC del Compuesto aislado del extracto hexanico

63

de G. odorata.

[ el et

2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

f1 (ppm)



Actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos aislados de 7. nelsonii y G.

odorata.

Los triterpenos aislados a partir de los extractos hexanicos de 7. nelsonii y G. odorata
fueron disueltos en etanol absoluto debido a su baja solubilidad en DMSO y con ello
determinar su actividad antiprotozoaria frente a trofozoitos de E. histolytica, T. vaginalis
y T. foetus. La actividad antiprotozoaria de los triterpenos (Clso) se determind menor a 55
ug/mL para E. histolytica y T. vaginalis mientras que para 7. foetus solo se alcanzo a
determinar el % de inhibicion a 35 pg/mL. B-sitosterol presentd la mayor actividad
antiprotozoaria frente a los tres protozoarios con una Clsode 21.52 +2.22 pg/mL frente a
E. histolytica mientras que para 7. vaginalis la Clso fue de Clso de 33.87 £ 2.57 pg/mL.
Ademas, se realiz6 un ANOVA factorial de dos vias sobre la actividad antiprotozoaria de
los compuestos sobre los dos protozoarios. El analisis no encontré interaccion
significativa entre compuesto y protozoario (F= 2.79, p = 0.101), lo que indica que la
eficacia de los compuestos fue consistente entre ambas especies. Se observaron efectos
significativos para compuesto, (F= 31.555, p < 0.05) y para especie de parasito (F =
113.217, p < 0.05. Comparaciones post-hoc (Tukey) mostraron que el triterpeno -
sitosterol difiere significativamente de Estigmasterol y de Betulina (p < 0.05), Tabla 12.

Tabla 12. Actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos aislados.

Actividad antiprotozoaria (ClIso pg/mL)!

Compuesto . . . T. foetus
E. histolytica T. vaginalis % (35 pg/mL)
Betulina® 33.37+4.58 54.50 £4.23 6.30 +1.54
Estigmasterol® 23.35+2.85 43.81 £ 4.30 23.84+4.42
B-sitosterol® 21.52+2.22 33.87+2.57 28.22 +£0.52
Metronidazol 0.11 £0.01 0.14 £ 0.04 0.34+£0.04

! Media de resultados + DS, (n=3); Efectos analizados: compuestos (F= 31.555, p < 0.05), Protozoario
(F=113.217, p <0.05), compuesto*protozo (F=2.789, p =0.101).
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Actividad antiprotozoaria in silico de los compuestos aislados de 7. nelsonii y G.
odorata mediante acoplamiento molecular.

Modelado molecular de las proteinas diana ASPK y PFOR.

Con la intencién de elucidar un probable mecanismo de acciéon de los compuestos
aislados de T. nelsonii y G. odorata, se realizd un andlisis in silico de acoplamiento
molecular con las enzimas Adenosin fosfosulfo quinasa (ASPK) y Piruvato ferrodoxina
oxidorreductasa (PFOR). Sin embargo, al no disponer de la estructura cristalizada
experimentalmente, fue necesario construir y evaluar un modelo estructural de ambas
proteinas. La estructura modelo desarrollada en SWISS-MODEL para la secuencia
catalitica APSK (11e294-Lys477 de BAN39620.1) y su evaluaciéon por SAVESv6.0 se

presentan en la Figura 29.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 29. Estructura molecular modelo del dominio catalitico de ASPK de E. histolytica y su evaluacion

conformacional (grafico de Ramachandran).

La calidad estructural basada en un anélisis de 118 estructuras con resolucién de 2.0 A
de la secuencia catalitica fue de un 95 %, es decir, 151 residuos de 184 que componen
el dominio catalitico se situaron en la region favorable (zona roja) mientras que el 5 %

de residuos en regiones permitidas (zoma amarilla).
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Por otra parte, la estructura molecular de la proteina homodimérica PFOR (UniProt:
Q27088) se modeld en ALPHAFOLD3D, ademas se realiz6é un homologado estructural
con PFOR de Desulfovibrio africanus, Figura 30.

a) b)

Figura 30. Estructura molecular modelo de PFOR de 7. vaginalis: a) estructura homodimero, b)

Homologado de la estructura predicha con PFOR de Desulfovibrio africanus.

La calidad conformacional de la estructura modelo de PFOR, se analiz6 en Molprobity,
el andlisis informatico sefiald que todos los residuos pertenecen a las regiones
favorecidas y permitidas (sin valores atipicos) en esta estructura de 3,7 A. Visualmente,
el grafico de Ramachandran, Figura 31, no genera ninguna alarma importante, salvo que
los residuos parecen estar distribuidos casi aleatoriamente dentro de las regiones
favorecidas, con solo el 98 % dentro de estas regiones. Una puntuaciéon Rama-Z -0.15 +

0.16 (<2.0) y una puntuacion Molprobity de 1.37.
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Figura 31. Grafico de Ramachandran para el modelo proteico PFOR de T. vaginalis.

Acoplamiento molecular de los compuestos aislados de 7. nelsonii 'y G. odorata con
las proteinas ASPK y PFOR.

El acoplamiento molecular ciego semiflexible y dirigido semiflexible para los ligandos
Betulina, Estigmasterol y B-sitosterol frente al dominio catalitico ASPK se ajusto
utilizando Autodock en USCF Chimera. Para ello, se seleccionan las zonas que estan
cercanas al sitié de interés (ADX: adenosine-5'-phosphosulfate) y con buen AG. Este
centro de acoplamiento (x=22, y=22 y z=15) fue determinado utilizando el servidor
CAVERweb v1.2, por homologia con secuencias de proteinas homologas. Los residuos
del sitio de union de interés fueron: 46, 47, 50, 59, 64, 67, 68, 89, 90, 91, 92, 128, 130,
140, 141, 142, 148, Figura 32.
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Figura 32. Centro de acoplamiento seleccionado del sitio activo del dominio catalitico de la proteina

ASPK.
Al realizar el acoplamiento molecular, solamente se encontr6 interaccion del ligando B-

sitosterol con el centro de acoplamiento seleccionado, la energia de unién fue de -3.95 +

0.26 para un total de tres conformomeros del ligando, Tabla 13.
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Tabla 13. Acoplamiento molecular semiflexible de los compuestos aislados frente a dominio catalitico ASPK de E. histolytica.

Sitio de Caja Energia de Puntuacion de .
Compuesto? ¢ . . . Puentes de Interacciones
P union de acoplamiento union union Hidréeeno Hidrofébicas
ligando® (A) (kcal/mol) RMSD g
Betulina o . .. :
ADX 22,22, 15 -6.07 £0.27 6.38 £ 3.66 Sin interacciones  Sin interacciones
ZINC3978650
Estigmasterol o ) o )
ADX 22,22,55 -6.32 +£0.62 0.96 +1.36 Sin interacciones  Sin interacciones
ZINC4096712
B-Sitosterol o ) Asp47, Asp50,
ADX 22,22,15 -3.95+0.26 1.69 +£0.26 Sin interacciones

ZINC4095717

11e90, Lys128

a]dentidad de ligando en servidor ZINC20; ® sitio de union a Adenosin fosfosulfato.
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La figura 33, muestra el acoplamiento molecular ciego y dirigido semiflexible para los
ligandos Betulina y Estigmasterol con ASPK sin observacion de interaccion ligando-

sitio de interés.

Figura 33. Acoplamiento molecular ciego y dirigido entre ligando-ASPK: a) Betulina, b) Estigmasterol:
tamafio de caja ciego (x= 30, y= 32y z= 44).

Después de analizar las poses del acoplamiento entre B-sitosterol y ASPK en UCSF
Chimera, utilizando FindHBond y Find Clashes/Contacts, se encontraron 41 contactos o
interacciones para uno de los conformomeros. Find Clashes/Contacts mostro
interacciones hidrofobicas entre las cadenas laterales de los residuos S18, S23, D47,

R127 e 148 de la proteina blanco y B-sitosterol, Figura 34.
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Figura 34. Interacciones hidrofobicas en el acoplamiento molecular entre B-sitosterol y proteina ASPK.

Los contactos hidrofobicos entre los carbonos de B-sitosterol y los residuos del dominio

catalitico ASPK se visualizaron con el software LigPlot+ v2.2, Figura 35.

Figura 35. Contactos hidrofébicos en el acoplamiento molecular entre f-sitosterol y proteina ASPK.
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Para el acoplamiento molecular de los tres compuestos y la proteina PFOR se ejecutdé un
acoplamiento ciego y dirigido semiflexible con Autodock en USCF Chimera y en el
servidor CB-DOCK. CB-DOCK proporcion6 la caja de acoplamiento de interés en la

cadena A del homodimero, Figura 36.

Figura 36. Centro de acoplamiento seleccionado del sitio activo de la cadena A de la proteina PFOR.

El acoplamiento molecular ciego por Autodock mostré que Betulina y Estigmasterol
mantienen interaccion con PFOR dentro de una caja con dimensiones: x= 95, y= 121y

z= 89. La energia libre de unién fue de -8.04 y -8.01 kcal/mol, respectivamente, Figura
37.
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Figura 37. Acoplamiento molecular ciego entre ligando (en azul al centro) y PFOR: a) Betulina, b)

Estigmasterol.

Al analizar las poses del acoplamiento molecular con Find Clashes/Contacts se encontro
interaccion del ligando Betulina con los residuos: T34, T38, 1126, F177, H181, Y452,
A454, H455, K456, V831 y 11063 de la subunidad A. Con respecto a Estigmasterol
mostré union no covalente con los residuos T34, T38, E41, 1126, Y127, F177, H181,
1222, Y452, A454, K456, V831 y T988, Figura 38.

Figura 38. Interacciones en el acoplamiento molecular ligando-PFORa: a) Betulina, b) Estigmasterol.
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Por otro lado, el acoplamiento molecular semiflexible montado en CB-DOCK evidencio
la union de Betulina a través de cuatro enlaces de hidrégeno convencionales con los
residuos del dominio activo de la enzima PFOR. Ademas, este modo de union se
complementa con 53 interacciones hidrofébicas. En el caso del Estigmasterol, la unién
es principalmente a través de interacciones hidrofobicas con 52 contactos en el mismo
sitio activo. Ambos acoplamientos mostraron una energia libre de unién mayor a -8.1
kcal/ mol dentro de una cavidad con dimensiones: x= 95, y= 121 y z= 89 sobre la
subunidad A. La Figura 39 muestra el acoplamiento molecular entre Estigmasterol y la
proteina piruvato ferredoxina oxidorreductasa. La Tabla 14 resume el acoplamiento

molecular entre los triterpenos y PFOR.
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Figura 39. Acoplamiento molecular entre Estigmasterol (naranja) y PFORa (rojo) por CB-DOCK.
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Tabla 14. Acoplamiento molecular semiflexible de los compuestos aislados frente a sitio catalitico PFOR de T. vaginalis.

Compuesto?

Caja
Acoplamiento

A)

Energia de
union
(kcal/mol)P

Puntuacion
de union
RMSD¢

Puentes de
Hidroégeno (A)

Interacciones Hidrofobicas

Betulina

ZINC3978650

Estigmasterol

ZINC4096712

p-Sitosterol
ZINCA4095717

34, 35, 35

34, 35,35

34, 35, 35

-8.04 £ 0.28

-8.07+£0.32

-8.40+0.35

0.58 +0.82

1.20+1.71

0.72+£1.02

Thr38 (2.99), Glu41
(3.09), Tyr127
(3.15) Asp453
(3.20)

Sin interaccidon

Sin interaccidon

Cadena A: Aspl2, Asnl4, Thr34, Pro35, Ala36,
Thr37,Thr38, Glu4l, Ilel126, Tyr127, Phel77,
His181, Asp368, Gly393, Met418, Trp420,
Leud22, Gly423, Serd24, Asp425, Gly426,
Val428, Lys432, Alad51, Tyrd52, Asp453,
Alad454, His455, Lys456, Serd57, Thrd6l,
Thr462, His464, Tyrd77, GInd79, Aspd96,
Met497, GIn500, GIn642, Glu643, Glu645s,
Cys800, Val831, Ser986, Asn987, Thr98S,
Gly989, GIn991, Asn1003, 1le1063, Asn1064.
Cadena B: 11e222, Glu226.

Cadena A: Aspl2, Asnl4, Thr34, Thr37, Thr38,
Glu41, Tllel26, Tyrl27, Phel77, Hisl8l,
Asp368, Metd18, Trp420, Leud22, Gly423,
Serd24, Asp425, Gly426, Thrd27, Vald28,
Gly429, Ala430, Lys432, Ala451, Tyrd52,
Asp453, Alad54, His455, Lys456, Gly459,
Val460, Thrd461, Thrd62, His464, Tyrd77,
Val478, GIn479, Lys499, GIn500, GIn642,
Glu643, Gly644, Glu645, Val831, Thr835,
Asn987, Thr988, Gly989, GIn991.

Cadena B: 11e222, Pro225, Glu226.

Sin interaccidon

#]dentidad de ligando en servidor ZINC20; ® Media + DS, n=2; ¢ Media + DS, n=2 por AutoDock.
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Al analizar las poses del acoplamiento molecular entre Betulina y PFOR en CB-DOCK se
encontraron 53 interacciones hidrofobicas, algunas uniones entre las cadenas laterales de

los residuos de PFOR y el ligando pueden observarse en la Figura 40.

Figura 40. Interacciones en el acoplamiento molecular Betulina-PFOR.

Los contactos a través de puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobas entre los

atomos de Betulina y PFOR se visualizaron con el software LigPlot+ v2.2, Figura 41.
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Figura 41. Contactos hidrofilicos (verde) e hidrofobos (rojo) en el acoplamiento molecular entre Betulina

y la proteina PFOR.

Con respecto al modo de union entre Estigmasterol y PFOR, CB-DOCK indico 52
interacciones de tipo hidr6éfobas. Este modo de union entre algunos grupos “R” de los

residuos y el triterpeno puede visualizarse en la Figura 42.
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Figura 42. Interacciones en el acoplamiento molecular Estigmasterol-PFOR

Los contactos hidrofobicos entre los carbonos de Estigmasterol y las cadenas laterales
de los residuos en el sitio catalitico de PFOR se evidenciaron con la plataforma LigPlot+

v2.2, Figura 43.
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Figura 43. Contactos hidrofobos en el acoplamiento molecular entre Estigmasterol y la proteina PFOR.
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DISCUSION

Los productos naturales de plantas, microorganismos y fauna marina han desempefiado
un papel importante en el control de las enfermedades causadas por protozoarios parasitos,
en particular, contra especies de los géneros: Leishmania, Plasmodium y Trypanosoma
(Ndjonka et al. 2013; Cheuka et al. 2017). Desde 1980 a la fecha, un total de veinte
antiparasitarios, nueve a partir de productos naturales, han sido aprobados por la FDA
(Newman y Cragg 2020). Sin embargo, resulta apremiante disponer de farmacos para

combatir estos y otros parasitos de alta morbilidad cuya atencion ha sido insuficiente.

En este trabajo, un total de ocho extractos, cuatro metandlicos y cuatro hexanicos,
provenientes de las plantas medicinales: Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes
nelsonii y Talisia oliviformis, fueron sometidas a bioprospeccion anti-E. histolytica y anti-
Trichomonas. Los mayores rendimientos de extraccion fueron obtenidos empleando
metanol, en un rango entre 5.0 % para C. dodecandra y 14 % para G. odorata. En
contraste, el rendimiento de los extractos hexanicos fluctué en un rango comprendido
entre 0.4 % para C. dodecadra y 2.4 % para T. oliviformis. El bajo rendimiento de los
hexanicos refleja que los metabolitos lipofilicos (terpenos, ceras, esteroles) son menos
abundantes en comparacién con los extractos metandlicos, cuya polaridad solubiliza
metabolitos polares y semipolares (flavonoides, alcaloides, taninos, acidos fenolicos),
presentes en mayor abundancia en estas especies. No obstante, mayor rendimiento no
siempre implica mayor actividad bioldgica; el hecho de que los extractos hexanicos de 7.
nelsonii mostraran alta actividad antiprotozoaria, sugiere que metabolitos lipofilicos como
esteroles, tiopenos y terpenos pueden jugar un papel clave en la actividad amebicida y

tricomonicida.

Al evaluar la actividad antiprotozoaria de los ocho extractos frente a trofozoitos de E.
histolytica y diferentes especies de Trichomonas. Siete extractos mostraron actividad anti-
E. histolytica con porcentajes de inhibicion superiores al 50 % a la concentracion de 150
pg/mL. Entre los extractos metandlicos, el obtenido de 7. oliviformis mostrd la menor
actividad amebicida con un % de inhibicion de 50.37 £ 1.13 %, mientras que el derivado

de T. nelsonii exhibi6 la mayor actividad inhibitoria con 60.53 = 10.30 %. Con respecto a
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los extractos hexanicos, el procedente de C. dodecandra mostrd la actividad amebicida
mas baja con un 41.69 + 12.37 % mientras que, el obtenido de 7. nelsonii presentd el
mayor % de inhibicion con un valor de 71.66 = 4.11. Estos hallazgos son particularmente
relevantes, ya que refuerza la evidencia previa sobre el potencial de las especies de Tagetes
como fuente de compuestos bioactivos con accion antiparasitaria. La actividad observada
podria relacionarse con la presencia de terpenos o tiopenos, conocidos por comprometer
la viabilidad de los protozoarios y hongos mediante dafio oxidativo y alteracion de

estructuras celulares esenciales (Romagnoli et al. 1994; Escobar et al. 2009).

En contraste, la actividad frente a T. vaginalis y T. tenax fue moderada, con porcentajes
de inhibicion en el rango del 20-50 %. Frente a 7. vaginalis, la actividad inhibitoria de los
extractos metanolicos se presentd en un rango entre 25.54 + 7.20 % por 7. oliviformis y
48.10 = 3.06 % por T. nelsonii. Los extractos hexanicos presentaron inhibicion del 21.93
+ 3.26 % para T. oliviformis y 49.09 + 6.22 % para T. nelsonii. Con respecto a 7. tenax,
los extractos metandlicos presentaron una actividad entre 15.32 + 5.75 % y 50.89 + 4.11
% originados por T. oliviformis y T. nelsonii, respectivamente. Mientras que los extractos
hexénicos, exhibieron actividad entre 27.88 + 13.72 % y 44.44 + 3.55 % por C.
dodecandra y T. nelsonii, respectivamente. La actividad inhibitoria de los extractos
hexanicos fluctu6 entre 10.38 £ 5.72 % por G. odorata'y 33.65 + 8.76 % por T. nelsonii.
Una vez mas, los extractos de 7. nelsonii fueron los mas efectivos, lo que indica que esta
especie concentra tanto metabolitos polares como no polares con capacidad de afectar el
metabolismo y la integridad de membrana de estos protozoos. Sin embargo, la menor
potencia observada frente a estos protozoarios sugiere que existen diferencias en la
composicion de celular o en las vias de defensa antioxidante que podrian limitar la eficacia
de los extractos. Respecto a 7. foetus, se observo la menor susceptibilidad, con porcentajes
de inhibicion inferiores al 35 % en todos los casos. Este resultado indica una resistencia
intrinseca de este protozoario a los metabolitos presentes en las plantas evaluadas, lo cual
podria explicarse por adaptaciones metabolicas particulares que reducen la accion del

estrés oxidativo o minimizan la penetracion de compuestos lipofilicos.

En conjunto, los hallazgos sefalan a 7. nelsonii como la especie con mayor potencial

antiprotozoario, destacando especialmente su efecto frente a E. histolytica. La actividad
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significativa observada tanto en los extractos metandlicos como en los hexanicos sugiere
la participacion de un mecanismo de accién multifactorial: por un lado, los compuestos
polares, como flavonoides y acidos fenolicos, podrian interferir enzimaticamente en rutas
redox; mientras que los metabolitos apolares, como esteroles, terpenos y tiopenos,
inducirian estrés oxidativo y alteraciones en la membrana celular. A pesar de lo
prometedor de estos resultados, es indispensable profundizar en la caracterizacion quimica
de los extractos mas activos, ya que un fraccionamiento biodirigido podria modificar la
actividad observada en el extracto crudo, ya sea incrementandola, reduciéndola o

revelando posibles sinergias entre metabolitos.

En términos de concentracion inhibitoria media (Clso) los extractos organicos obtenidos
del tallo y corteza de T. nelsonii mostraron la mejor actividad antiprotozoaria in vitro con
una Clso= < 141.0 pg/mL frente a trofozoitos de E. histolytica y Clso= < 152.0 y 163.0
pg/mL frente a T. vaginalis y T. tenax, respectivamente. 7. foetus se mostr6 menos

sensible a esta planta con una Clso= > 275.0 pg/mL.

La actividad anti-E. histolytica de plantas de la medicina mexicana ha sido documentada
desde hace dos décadas por Calzada y su grupo de investigacion, reportando actividad
amebicida de extractos metanolicos de 26 plantas con Clso entre 2.5 y 233.2 pg/mL para
Chiranthodendron pentadactylon 'y Hippocratea excelsa, respectivamente (Calzada et al.
2006). Recientemente, Herrera y colaboradores en el afio 2016 quienes demostraron la
actividad in vitro (Clso = 230 pg/mL) e in vivo (hasta un 89% de reduccion de ameboma
hepatico) del extracto etil-acetato de la raiz de Adenophyllum aurantium comunmente
conocida como arnica silvestre (Herrera et al. 2016). Dos afios mas tarde, Elizondo y
colaboradores notificaron la actividad bioldgica del extracto metanolico de las hojas de
Argemone mexicana con un valor Clso = 78.39 pug/mL (Elizondo et al. 2018). Por otro
lado, los extractos orgéanicos de las semillas de aguacate (Persea americana) han mostrado
mayor actividad amebicida, Clso= 0.5 pg/mL (Jiménez et al. 2013). Elaeodendron
trichotomum (chechen blanco) ha sido un eficaz antiamebiano al exhibir una Clso= 0.80

pg/mL (Roca et al. 2016).

Por otro lado, La actividad anti-7. vaginalis de plantas de la medicina mexicana fue

estudiada por Calzada y colaboradores en el afio 2007. El grupo investigador evalu6 22
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plantas entre las que destaco la actividad anti-7richomonas de la fibra de coco (Cocus
nucifera) y la semilla de papaya (Carica papaya) con una Clso= 5.8 y 5.6 pg/mL,
respectivamente. Camacho et al. 2015 extendieron el acervo mexicano al analizar 11
especies vegetales, sefialando potencial actividad tricomonicida del orégano Hyptis albida
con Clso=11.42 pg/mL. Asi mismo, Jiménez y colaboradores informaron la alta actividad
anti 7. vaginalis (Clso= < 6 ng/mL) de la semilla de Persea americana (Jimenes et al.
2013). Lara et al. 2009 estudiaron el extracto acuoso acidificado del frijol perla negra
distribuido en gran parte de Latinoamérica, la actividad anti-7. vaginalis fue de 176.8
pg/mL. En el ano 2012, en Brasil, Frasson y su grupo de investigacion analizaron 23
plantas medicinales provenientes del Desierto de Caatinga encontrando que, solo el
extracto acuoso de la raiz de Polygala decumbens mostrd efecto negativo en la viabilidad
de T. vaginalis con una Clso= de 1.5 mg/mL (Frasson et al. 2012). Recursos herbarios de
la medicina natural africana también han sido evaluados frente a 7. vaginalis. Fernandes
et al. 2008 notificaron cuatro plantas con efecto tricomonicida de un total de 29 especies
vegetales destacando la actividad del extracto acuoso del arbol violeta (Securidaca
longepedunculata) con Clso= 100 ng/mL. Recientemente, Niknam et al. 2020 reportaron
una aceptable actividad tricomonicida (400-800 ug/mL) del extracto metanolico de los
frutos del sauco negro (Sambucus nigra), una actividad menor a la registrada en este

trabajo.

La investigacion de plantas medicinales para el tratamiento de infecciones por 7. tenax es
sumamente escasa. No obstante, se ha reportado actividad anti-Trichomonas de la
mejorana (Origanum majorana) frente a Pentatrichomonas hominis, un protozoario
comensal del tracto intestinal humano asociado con casos de tricomoniasis intestinal

(Koztowska et al. 2010).

Respecto a 7. tenax, se ha documentado la actividad anti-trichomonas del extracto
etandlico de la cascara de granada (Punica granatum), con una concentracion efectiva
reportada de 12.5 pg/mL (EI-Sherbini y Shoukry 2012). Asi mismo, estudios in vivo han
demostrado la eficacia de la infusion de hojas de Eugenia caryophyllata frente a T. tenax,

con una concentracién activa de 300 mg/mL (Shlash y Kadhum 2020).
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En contraste con la escasa informacion disponible sobre tratamientos naturales para T.
tenax, el aprovechamiento de plantas medicinales en el tratamiento de tricomoniasis en
animales domésticos ha sido mas ampliamente documentado. Diversos estudios han
reportado la eficacia de productos naturales frente a 7. gallinae, agente etioldgico de la
tricomoniasis aviar; entre ellos destacan los bulbos de ajo (4/lium sativum) y las hojas de

guayaba (Psidium guajava) (Seddiek et al. 2014; Akbarian et al. 2022).

Asimismo, se ha demostrado la actividad antiprotozoaria de varios extractos y compuestos
aislados a partir de recursos herbarios frente a 7. foetus: Vemula y colaboradores en el afio
2022 reportaron que el extracto metanolico del cactus Caramulla precumbens presentd
actividad anti-T. foetus con una Clso de 2 mg/mL (Vemula et al. 2022). De manera similar,
Liu y colaboradores durante el afio 2016 describieron el efecto inhibitorio del
glicoalcaloide a-tomatina, aislado del tomate, con una Clso de 2.79 pg/mL (Liu et al.
2016). Noritake y su grupo de investigacion evaluaron extractos de Camellia sinensis,
encontrando que el extracto de té negro, a una concentracion de 200 pg/mL, logro inhibir

el crecimiento de T. foetus en un 41 + 13 % (Noritake et al. 2017).

Por su parte, Friedman et al. 2018 observaron que los extractos acuosos de cascara de papa
de las variedades morada y russet, a 100 mg/mL, inhibieron el crecimiento de 7. foetus en
41.0+ 6.3 %y 41.4+5.6 %, respectivamente, atribuyéndose dicha actividad a la presencia
de acido cafeico y del glicoalcaloide a-solanina. En un estudio posterior, los mismos
autores reportaron que extractos de cascara de tomate de las variedades Cherry Kumato y
cerisiforme mostraron actividad anti-7. foetus del 79.4+59% y 81.3+9.4%,

respectivamente, a una concentracion de 200 pg/mL (Friedman et al. 2021).

Lo anterior resalta la relevancia de los hallazgos obtenidos en el presente estudio, dado
que las cuatro especies vegetales evaluadas exhibieron actividad frente a E. histolytica y
parasitos Trichomonas. Particularmente destacable resulta la actividad antiprotozoaria
observada por T. nelsonii y G. odorata, lo que subraya su potencial como fuentes de

compuestos bioactivos con aplicacion terapéutica.

El género Tagetes, perteneciente a la familia Asteraceae, comprende una diversidad de
especies herbaceas comuUnmente conocidas como cempasuchil, clavel de muerto o,

simplemente, Tagetes. Estas plantas son originarias del continente americano, y se
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reconoce a México como el principal centro de origen y diversidad de este género,
caracterizado por sus flores vistosas y su distintiva fragancia. Diversas especies del género
Tagetes han sido cultivadas y empleadas en la medicina tradicional por distintas culturas,
en virtud de sus reconocidas propiedades terapéuticas. Entre los usos reportados se
encuentran el tratamiento de afecciones cutaneas, asi como su accion antiinflamatoria,
analgésica, antiespasmodica, antipirética, antidiarreica, y en el manejo de enfermedades
dentales. También, se le atribuyen efectos como antiabortivo y antiséptico vaginal (Alonso
y Desmarchelier 2005; Ata et al. 2011; Serrato 2014; Paravaiz 2014, 2015; Rahman et al.
2016).

Los extractos de especies del género Tagetes se distinguen por la presencia de una amplia
variedad de metabolitos secundarios, entre los que se incluyen monoterpenos,
fenilpropanoides, carotenoides, flavonoides y tiofenos, entre otros (Marotti et al. 2004;
Singh et al. 2015). Diversos estudios han documentado las propiedades bioldgicas de
estos compuestos, se ha reportado su efecto repelente, particularmente contra insectos
como moscas, chinches y escarabajos (Lopez et al. 2011; Toribio y Grande, 2020; Zhang
et al. 2022); actividad nematicida (Alvarez et al. 2016; Zarate et al. 2018); actividad
antioxidante con potencial antineoplasico (Kashif et al. 2014), asi como actividad
citotoxica (Ibrahim y Mohamed 2016, 2017). Asi mismo, destaca su actividad
antimicrobiana frente a una amplia gama de microorganismos patdgenos, incluidos
bacterias, hongos (Igwaran et al. 2017; Vedam et al. 2019). La actividad antiprotozoaria
de los extractos de Tagetes ha sido demostrada por Gupta y Vasudeva 2010 frente a
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina sefalando al extracto de la raiz de T.
erecta con actividad antiplasmodium Clso= 70 pg/mL. 58. Al-Musayeib et al. 2012
informaron que el extracto metandlico de 7. minuta mostrd una actividad altamente
prometedora contra tripomastigotes de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi, con
valores de Clso de 2.2 = 1.5 y 9.2 £ 1.9 ug/mL, respectivamente. También, reportaron
una actividad moderada frente a Plasmodium falciparum (Clso = 14.0 = 2.8 pg/mL) y
amastigotes de Leishmania infantum (Clso = 30.1 £ 4.6 pg/mL). Por su parte, Lima et al.
2009 notificaron actividad leshmanicida por parte de los extractos organicos de T.
mendocina a una concentracion de 100 pg/mL frente a promastigotes de L. amazonensis

y L. brasiliensis.
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Con respecto al género Gaultheria (Ericaceae), en América su presencia es
particularmente abundante en la region andina y en zonas montafiosas de América del
Norte y Mesoamérica. Las especies de este género se distinguen por sus hojas
aromaticas, ricas en salicilato de metilo, compuesto responsable de su caracteristico
aroma mentolado, ademés de contener flavonoides, glicosidos flavonoides, acidos
fendlicos, taninos, procianidinas, triterpenos y esteroles ( Middleton 1991; Liu et al.
2013) En la medicina tradicional mexicana y andina, se utilizan infusiones y ungiientos
elaborados con hojas de Gaultheria para tratar dolores musculares, reumatismo,
contusiones, ulceras, diarrea, enfermedades respiratorias y como purgante (Bussmann y
Sharon, 2006; Fonseca et al. 2020). Este conocimiento ancestral ha sido respaldado por
estudios farmacoldgicos que confirman su actividad anti-inflamatoria, antipirética,
analgésica, antioxidante y antibacteriana y antifingica (Magiera et al. 2019; Michel et
al. 2022; Alam et al. 2023; Zaman et al. 2022). La actividad antiprotozoaria por especies
del género Gaultheria ha sido escasamente estudiada. Un estudio realizado por
Schnitzler et al. 1996 report6 actividad anti-Leishmania de los extractos etanodlico y en
DMSO de Gaultheria procumbens frente a L. mexicana, con porcentajes de inhibicién

inferiores al 43 % y 5 %, respectivamente.

Por otra parte, el analisis espectroscopico de RMN de los compuestos aislados a partir
de los extractos hexanicos de T. nelsonii y G. odorata revelo senales caracteristicas de
triterpenos policiclicos. El espectro de RMN-H! mostro sefiales en campo alto (8 0.7—
2.0), correspondientes a protones metilicos terciarios, asi como una sefial en campo
medio (6 3.15-3.55) atribuible a un protén hidroximetino. Esta ultima presento
correlacion con desplazamientos en el rango de § 71-78 en el espectro de RMN-C!® y
en los experimentos bidimensionales (RMN-2D), lo cual es consistente con la presencia
de un carbono carbonilico. La ausencia de sefiales de protones aromaticos en el rango 6
6.0-8.0 refuerza la propiedad de que los compuestos aislados pertenecen a la clase de

los triterpenos policiclicos (Natthapat y Suttiporn, 2014).
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La betulina es un triterpeno de tipo lupano, caracterizado por la presencia de un anillo
de cinco miembros y un grupo isopropenil en configuracion a unido al carbono 19, lo
cual constituye una caracteristica distintiva de esta serie de compuestos. Ademas del
perfil RMN-H! descrito por Natthapat y Suttiporn, las dos sefiales con & de 4.69 y 4.56
encontradas en este trabajo, son correspondientes a protones olefinicos exaciclicos en H-
29, con constantes de acoplamiento J = 2.5 Hz y J = 2.7, 1.5 Hz, respectivamente.
Asimismo, el analisis de RMN-C!? reveld la presencia de carbonos olefinicos con
desplazamientos quimicos en ¢ 151.12 ppm (C-20, carbono cuaternario) y 6 109.27 ppm
(C-29), lo cual es caracteristico de este tipo de compuesto (Tijjani et al. 2012;
Takibayeva et al. 2023). En contraste, estigmasterol y B-sitosterol son un tipo de esterol
insaturado tetraciclico, caracterizado por la presencia de un grupo etilo en el carbono 24
de la cadena lateral. Ambos terpenos comparten una via biosintética comun, en la cual
el estigmasterol se forma a partir del B-sitosterol mediante un proceso de oxidacion en
el carbono 22 (Valitova et al. 2024). Esta diferencia estructural entre ambos compuestos
pude identificarse mediante espectroscopia de RMN-C!. En el espectro del
estigmasterol, los desplazamientos quimicos en las posiciones C-22 y C-23 se registraron
en 138.24 y 129.27 ppm, respectivamente, lo que es indicativo de un grupo alqueno. En
contraste, en el B-sitosterol las sefiales correspondientes a estos mismos carbonos se
observaron en 33.99 y 26.15 ppm, respectivamente, desplazamientos tipicos de un grupo
alquilo, como lo sefiala Kamal et al. 2016. Como soporte a esto, el espectro RMN-H' y
HSQC del estigmasterol mostraron la presencia de protones olefinicos, H22 y H23 con
valores en 5.15 (J=15.2, 8.5 Hz) y 5.02 (J=15.2, 8.7 Hz) en correlacion con C-22 y C-

23 como lo describe Erwin et al. 2020.

Los triterpenos policiclicos son compuestos esteroles derivados del escualeno, ocurren
en casi todos los organismos vivos. Este grupo de metabolitos secundarios es una de las
clases méas prometedores de productos naturales de origen vegetal debido a su diversidad
estructural y sus multiples actividades bioldgicas. Entre las propiedades biologicas
destacadas se encuentran sus efectos: antiinflamatorio, antioxidante, antimicrobiana,

antifingico, antineoplasico y antiprotozoario (Bilbao et al. 2020).
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Betulina, estigmaesterol, B-sitosterol y otros triterpenos policiclicos han sido aislados de
distintas especies de Gaultheria y Tagetes (Liu et al. 2013. Lal et al. 2019; Shetty et al.
2015; Xu et al. 2011).

En apoyo al potencial bioactivo de los terpenos, se ha documentado que al menos 258
esteroides y triterpenos, tanto de origen natural como sintético, exhiben actividad
antiprotozoaria y antihelmintica (Kuzminac et al. 2023). De manera concordante, en el
presente estudio se observo que la betulina, el estigmasterol y el B-sitosterol presentaron
una actividad moderada frente a E. histolytica, con valores de Clso de 33.37, 23.35 y
21.52 pg/mL, respectivamente. Frente a 7. vaginalis, los mismos compuestos mostraron
valores de Clso de 54.50, 43.81 y 33.87 pg/mL, en ese orden. En contraste, 7. foetus
resulté menos sensible a los triterpenos, registrando menos del 30 % de inhibicion del
crecimiento celular a una concentracion de 35 pg/mL. Esta menor susceptibilidad podria
explicarse por caracteristicas morfologicas y fisioldgicas, ya que 7. foetus posee mayor
tamafio y movilidad en el medio de cultivo, mientras que 7. vaginalis y T. tenax
presentan un menor tamafio y tienden a adherirse a las paredes del vial, lo que podria
facilitar la absorcion de los terpenos. Adicionalmente, un mayor contenido de quitina en
la superficie celular de 7. foetus podria favorecer la integridad de la membrana al limitar

el transito de estas moléculas lipofilicas (Travassos, 1998).

La betulina, el estigmasterol y el B-sitosterol resultaron entre 300 y 500 veces menos
activos que el metronidazol, farmaco de referencia en el tratamiento contra estos
protozoarios. A diferencia de los 5-nitroimidazoles, cuyo mecanismo se basa en actuar
como aceptores de electrones generando radicales libres citotoxicos que dafian proteinas
y acidos nucleicos, ninguno de los triterpenos evaluados reproduce esta via metabdlica.
En su lugar, es probable que su accion esté relacionada con su naturaleza lipofilica, lo
que les permite insertarse en la bicapa lipidica y alterar la organizacion de la membrana
celular y de organelos, afectando procesos como el transporte de nutrientes, la
homeostasis ionica, el metabolismo energético y la integridad estructural, lo cual

explicaria la inhibicion moderada observada frente a E. histolytica'y Trichomonas spp.
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La betulina, el estigmasterol y el B-sitosterol han sido previamente evaluados frente a
diversos protozoarios parasitos de los géneros Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma y
Trypanosoma. Recientemente, Calzada et al. 2017 estudiaron la actividad del B-sitosterol
contra E. histolytica y Giardia lamblia, reportando una actividad antiprotozoaria
moderada, con un valor de Clso superior a 50 pg/mL, lo cual resulta mayor en

comparacion con los valores obtenidos en esta investigacion.

Particularmente, betulina ha mostrado actividad anti-7Toxoplasma gondii con Clso= 5.6
pug/mL (Darme et al. 2022). Frente a promastigotes de L. infantum, de Jesus et al. 2021
reportaron baja actividad con un Clso=a 56.6 pg/mL. Por su parte, Alakurtti et al. 2010
informaron un 35% de inhibicion de amastigotes de L. donovani al emplear una solucion
de 21.3 pg/mL del triterpeno. En el mismo afio, Dominguez y colaboradores,
confirmaron la débil actividad leshmanicida frente a L. amazonensis y L. brasilienzis
(Clso= 85 pg/mL). Ademas, extendieron la investigacion antiprotozoaria al evaluar la
propiedad tripanomicida y antiplasmodial reportando una actividad de Clso=73.7 y > 20
pg/mL frente a 7. cruzi tulahuen y P. falciparum, respectivamente (Dominguez et al.
2010). Sin embargo, se ha observado actividad tripanomicida con valores de Clso
inferiores a 26.6 pg/mL frente a cepas sensibles y farmacorresistentes de Trypanosoma
brucei brucei y T. congolense, 1o que sugiere que la actividad antiprotozoaria de la
betulina puede variar significativamente entre especies dentro de un mismo género

(Alenezi et al. 2022).

En cuanto al estigmasterol, diversos estudios han reportado una actividad bioldgica
débil, con valores de Clso superiores a 100 pg/mL, frente a hemoprotozoarios
pertenecientes a los géneros Leishmania, Plasmodium y Trypanosoma (Waechter et al.
1999; del Rayo et al. 2002; Frezza et al. 2020). No obstante, se ha observado incremento
de actividad leshmanicida y tripanomicida (Clso < 15 pg/mL) en combinacion con [3-

sitosterol (Kamal et al 2016; Amang et al. 2023).

Con relacién a B-sitosterol Mwangi et al. 2010 notificaron prometedora actividad

antiprotozoaria frente a L. donovani y P. falciparum con valores Clso de 3.20 y 8.50
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pg/mL. Asi mismo, de moderada a débil actividad frente a 7. cruzi y T. brucei
rhodesiense con registros Clso superiores a 30 y 90 pg/mL. En contraste, Kirmizibekmez
et al. 2010 reportaron una actividad bioldgica similar frente a los mismos parasitos; sin
embargo, la actividad leishmanicida fue menor, con un valor de Clso de 27.8 ug/mL.
Recientemente, Majid et al. 2019 reportaron actividad antipromastigote significativa
frente a L. tropica, con un valor de Clso de 9.2 pg/mL, lo que refuerza el potencial anti-

Leshmania del B-sitosterol.

En relacion con lo anterior, De Jests et al. 2021 sefialan que, debido a su elevada
lipofilia, los triterpenos pueden insertarse en la bicapa lipidica y modificar la fluidez y
la integridad de la membrana plasmadtica, generando desbalance idnico, pérdida de
homeostasis celular y facilitando su acceso al interior de la célula. Asimismo, se ha
propuesto que triterpenos pentaciclicos, como la betulina, son capaces de inducir
apoptosis a través de la via mitocondrial, promoviendo la pérdida del potencial de
membrana (A¥m), el incremento de especies reactivas de oxigeno y la activacion de
caspasas. Estas alteraciones desencadenan cambios morfoldgicos en la membrana
mitocondrial y comprometen su funcion energética. Es posible que un mecanismo
analogo ocurra en el hidrogenosoma, organelo encargado de la produccion energética en

los protozoarios evaluados.

En cuanto al andlisis in silico las enzimas Adenosil fosfosulfoquinasa (ASPK) y
piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) representan dos blancos potenciales para
el disefio de farmacos contra patdgenos anaerobios como E. histolytica 'y Trichomonas
spp. ASPK es una proteina involucrada en la captacion y activacion del azufre, proceso
esencial para la biosintesis de sulfolipidos de membrana necesarios para la division y el
enquistamiento de la ameba (Mi-ichi et al. 2017, 2019). Mientras que la proteina PFOR,
ademas de participar en el metabolismo energético de 7. vaginalis, podria estar
involucrada en procesos clave como la adhesion celular al hospedero, la proliferacion
parasitaria y la formacion de abscesos, siendo ademds una diana de los farmacos 5-

nitroimidazoles (Meza, et al. 2011; Soung 2016; Ang et al. 2017).
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Aunque ninguno de los compuestos con actividad anti-E. histolytica en este trabajo
mostré una afinidad de unidn certera frente a la proteina ASPK, el andlisis de
acoplamiento molecular ofrece informacion valiosa para betulina y estigmasterol y su

accion con la proteina PFOR, también presente en la ameba.

Estudios in silico revelan que el metronidazol logra una conformacion de unidon mas
cercana al centro hierro-azufre, interactuando con los residuos Phe 174, His 178, Lys
435, Phe 453 y Tyr 455 de la PFOR de D. africanus a través de puentes de hidrogeno
(Calzada et al. 2017). En contraste, betulina y estigmasterol evaluados en este estudio
parecen adoptar una conformaciéon de unidén distinta, mediada principalmente por
interacciones hidrofobicas y, en el caso de la betulina, por enlaces de hidrogeno
adicionales con los residuos participes en la union de piruvato y el cofactor tiamina de
pirofosfato: Thr 34, Asp 99, Arg 117, Ile 126, Tyr 127, Phe 177, His 181, Tyr 452, Ala
454, Lys 456, Val 831, Phe 857, Asn 987 y Thr 988 de la cadena A; Ile 222 y Glu 226
de la cadena B (Chabriere et al. 1999). Este modo de interaccion sugiere que ambos
compuestos podrian modular la actividad enzimatica mediante efectos estéricos o
alostéricos, en lugar de imitar el comportamiento aceptor de electrones de los 5-
nitroimidazoles. Respecto a [B-sitosterol, es posible que la rigidez rotacional por la
saturacion de C22 y C23 no permita el modo de conformacion establecido por
Estigmasterol. Sin embargo, la energia de acoplamiento sugiere que la interaccion con
la proteina ocurre posiblemente en una region adyacente al sitio activo. Considerando la
funcion esencial de la PFOR en la conservacion de energia y las poses de acoplamiento
observadas, la alteracion de este proceso podria contribuir al deterioro del metabolismo
energético y, en consecuencia, a la disminucion de la viabilidad de E. histolytica y T.

vaginalis por accion de los triterpenos, en particular del estigmasterol.
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CONCLUSIONES

Este trabajo documenta el primer reporte de actividad antiprotozoaria de las plantas 7.

nelsonii, G. odorata. Cordia dodecandra y T. oliviformis con los siguientes hallazgos:

La obtencidn de extractos organicos mediante maceracion asistida con sonicacion revelo
que los extractos metandlicos presentaron un rendimiento superior al 7% en peso seco.
En particular, los extractos de las hojas de G. odorata 'y T. oliviformis destacaron por sus

altos rendimientos, alcanzando 14.0% y 8.0%, respectivamente.

Las plantas evaluadas presentaron mayor actividad amebicida y variable actividad
tricomonicida a una concentracion de 150 pg/mL, destacando la actividad anti-E.

histolytica y anti-T. vaginalis de los extractos hexanicos de 7. nelsonii y G. odorata.

Los extractos organicos de 7. nelsonii exhibieron la mayor actividad antiprotozoaria:
Frente a E. histolytica, el extracto metanolico presentd una Clsp=132.09 + 4.74 y una
Cl50=140.46 + 7.61 para el extracto hexanico; Frente a 7. vaginalis el extracto
metanolico, y el extracto hexdnico una Clso=153.15 £ 9.01 ng/mL; Frente a T. fenax se
determind una Clso =162.90 + 5.26 pg/mL; Por ultimo, frente a 7. foetus una Clso de
275.75 pg/mL + 26.66.

La particion del extracto metandlico de T. nelsonii y G. odorata con diclorometano

mostro a la parte soluble con la mayor actividad amebicida y tricomonicida.
El fraccionamiento quimiobiodirigido de los extractos héxanicos de T. nelsonii y G.
odorata condujo al aislamiento de tres compuestos como so6lidos cristalinos de color

blanco.

El anélisis espectroscopico de 'H-RMN, '*C-RMN y 2D-RMN, permitié la

identificacion estructural de triterpenos en extractos hexanicos de 7. nelsonii y G.
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odorata. De T. nelsonii se aisl6o Betulina y Estigmasterol, mientras que de G. odorata se

identifico B-sitosterol.

E. histolytica fue el protozoo mas sensible a los triterpenos aislados, seguido por T.

vaginalis y luego T. foetus.

[B-sitosterol demostrd la mayor actividad antiprotozoaria frente a E. histolytica, T.

vaginalis y T. foetus, posicionandose como el compuesto mas activo contra los parasitos.

Los estudios de acoplamiento molecular revelaron que el B-sitosterol tiene interaccion
débil al sitio activo de la enzima ASPK, mientras que la Betulina y el Estigmasterol se
asocian favorablemente a sitios alostéricos de la enzima PFOR. Estas interacciones
sugieren un mecanismo de inhibicion alostérica en lugar de competitivo, lo cual podria
ejercer un efecto modulador sobre la actividad enzimatica, impactando en la

conservacion de energia y el metabolismo central de los protozoarios.

Estos hallazgos respaldan el valor del saber tradicional del sureste mexicano en el uso

de recursos herbarios para combatir infecciones parasitarias en humanos y animales.
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PERSPECTIVAS

Evaluacion de sinergias: Investigar el efecto de combinaciones de extractos/productos

naturales + farmacos existentes para potenciar actividad.

Estudio de mecanismos moleculares: Realizar ensayos de acoplamiento y dinamica

molecular para identificar dianas terapéuticas.

Estudios in vivo: Validar eficacia de los compuestos aislados en modelos animales ex

vivo o in vivo especialmente en enfermedad de amebiasis extraintestinal.

Optimizacion: Crear derivados de terpenoides para mejorar potencia y selectividad.

Aplicaciones de Nanotecnologia: Desarrollar nanoformulados a base de triterpenos para

mejorar su solubilidad y potenciar su actividad de manera sostenida o dirigida.
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