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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antiprotozoario de los
extractos de Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y
Talisia oliviformis, plantas empleadas en la etnomedicina mexicana, frente
a Trichomonas tenax. El material y métodos de estudio fueron las plantas
recolectadas en el estado de Chiapas, México, y se prepararon extractos
hexanicos y metanolicos mediante la técnica maceracion asistida con soni-
cacion. Los extractos se disolvieron en DMSO (0.25 % v/v final). La activi-
dad tricomonicida de los extractos se evalu6 in vitro en concentraciones <
500 ug/mL. Metronidazol fue empleado como control positivo. El porcentaje
de inhibicion fue estimado a partir de conteo celular con un hemocitémetro
manual empleando como referencia un cultivo testigo sin tratar. Los ensayos
se realizaron por triplicado en dos experimentos independientes y la CI_; se
determin6 mediante andlisis de regresion Probit. Los resultados mostraron
que son interesantes los exhibidos por el extracto hexdnico de G. odorata y
los provenientes de T. nelsonii con una CI_; < 200 ug/mL. Como conclusion,
este estudio constituye el primer reporte de plantas de la etnomedicina
mexicana en la investigacion de productos naturales frente a T. tenax., y
enriquece el conocimiento ancestral de los recursos herbarios para el trata-
miento de infecciones por parasitos y enfermedades de la cavidad bucal.
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— Abstract—

Objective: To evaluate the antiprotozoal activity of extracts of Cordia
dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii and Talisia oliviformis, plants
used in Mexican ethnomedicine, against Trichomonas tenax. Materials and
methods: The study plants were collected in the state of Chiapas, Mexico.
Hexanolic and methanolic extracts were prepared using the sonication-assisted
maceration technique. The extracts were dissolved in DMSO (0.25 % v/v
finally). The trichomonodal activity of the extracts was evaluated in vitro
at concentrations between < 500 ug/mL. Metronidazole was employed as a
positive control. The percentage inhibition was estimated from cell counting
with a manual hemocytometer using an untreated control culture as reference.
The assays were performed in triplicate in two independent experiments
and the IC_| was determined by Probit regression analysis. Results: The
results were interesting for the hexane extract of G. odorata and T. nelsonii
with an IC_| < 200 ug/mL. Conclusion: This work constitutes the first report
of Mexican ethnomedicinal plants in the investigation of natural products
against T. tenax. In addition, it enriches the ancestral knowledge of
herbal resources for the treatment of infections by parasites and diseases
of the oral cavity.

Keywords:

Oral health; anti-T; tenax activity; medicinal plants.
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nivel mundial, la situacién de salud bucal es alarmante, enferme-

dades como la caries, la gingivitis, la periodontitis y la falta de

piezas dentales son considerados problemas importantes de salud
publica y privado, a pesar de ser prevenibles. Estas patologias bucoden-
tales son graves y debilitantes, se manifiestan en experiencias de dolor,
incapacidad de comer, comunicacion limitada y baja autoestima debido a
la pérdida de la funcion y de la estética del sistema estomatognatico; oca-
sionando un impacto negativo sobre la salud general y la calidad de vida de
quienes las padecen’. Al afio 2021, 1a OMS estim6 poco mas de 3500 millones
de casos de afecciones bucodentales en el mundo, siendo mas extensivas
que los trastornos mentales, las cardiopatias, la diabetes y el cancer>

Entre las patologias bucales, la enfermedad periodontal es la segunda
causa de malestar oral después de la caries dental, tiene una prevalencia
del 19 % a escala mundial y con mayor ocurrencia en poblacion en edad
productiva. En México, la tasa prevalente es del 50 % de la poblacion entre
los 35y 79 afos de edad. Esto represento, en el 2019, una carga econémica
entre los 11 y 50 dolares estadounidenses per cdpita. Los casos imperan en
regiones con limitado acceso a los servicios publicos de salud, educacion,
programas sociales y con ingreso econémico medio*3.

La enfermedad periodontal es una afeccion inflamatoria cronica que
se caracteriza por una destruccion progresiva de los tejidos que rodean y
soportan los dientes, incluyendo las encias, el hueso alveolar y los liga-
mentos periodontales, conduciendo a la pérdida de dientes si no se trata
adecuadamente. Entre ellas se encuentra la gingivitis y la periodontitis.
Como factor etioldgico primario se reporta la formacion de placa dental
microbiana, la cual con la participacién de factores adicionales de origen
local, inmunologico y sistémico ocasionan la contaminacion, inflamacion y
destruccion del periodonto*+s.

Con frecuencia, el agente causal ha sido catalogado de origen bacteriano.
Sin embargo, la elevada incidencia de protozoos como Entamoeba gingivalis
y Trichomonas tenax en las afecciones, ha llevado a algunos investigadores
a considerarlos agentes etiologicos de la enfermedad, puntualizando que el
aumento de la incidencia de estos protozoarios constituye un indicador de
progresion de enfermedad periodontal®®.

T. tenax es un protozoo comensal flagelado que habita en la cavidad de
los dientes cariados, entre el sarro y en los margenes gingivales de las encias
de personas con pobre higiene bucal. Se transmite por contacto directo,
gotas de saliva y fémites contaminados. Cuando se haya fuera de los limites
de la cavidad bucal, puede ocasionar sinusitis, tonsilitis y tricomoniasis pul-
monar®®. Su patogenicidad ha sido relacionada a la presencia de proteinas de
adhesion tisular y de actividad proteolitica similares a las de T. vaginalis**2.

Aunque las infecciones por Tricomonas son generalmente tratadas con
metronidazol, reportes de sabor metdlico, resistencia adquirida, y mutageni-
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cidad han sido informados, lo que finalmente expone la necesidad de nuevas
terapias para tratar las tricomoniasis®.

En ese sentido, diversos productos naturales derivados de plantas etno-
medicinales han desempenado un rol importante en el control de enfer-
medades causadas por protozoarios que afectan la salud humana. Sin
embargo, el estudio de plantas medicinales, disponibles localmente, para
atender infecciones por T. tenax, es aun limitado. En relaciéon con esto, las
especies vegetales Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y
Talisia oliviformis, son utilizadas por la poblacién indigena mexicana para
el tratamiento de problemas gastrointestinales causados por bacterias y/o
parasitos'®” como se observa en la Figura 1. Previamente, nuestro grupo de
trabajo demostr6 que los extractos organicos presentan actividad antimi-
crobiana®. Por ello, con la finalidad de establecer su uso integral en terapias
para mantener la salud bucal, este trabajo tiene como objetivo determinar
in vitro la actividad anti-Trichomonas tenax de C. dodecandra, G. odorata, T.
nelsonii y T. oliviformis.

Nota. A) Cordia dodecandra (Cupapé); B) Gaultheria odorata (Arrayan); C) Tagetes nelsonii (Chilchahua) y
D) Talisia oliviformis (Guaya).

Figura 1. Plantas etnomedicinales del sureste
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MATERIAL Y METODOS
Quimicos

El dimetilsulfoxido (DMSO 99.5 % para cultivo celular) y metronidazol
(grado estandar analitico) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St.
Louis, MO, USA). Los productos quimicos empleados en la preparacion
del medio TYI-S-33 (Acido ascorbico, Citrato férrico amoniaco, Cisteina,
Cloruro de sodio, Extracto de levadura y Glucosa de Sigma Aldrich; Fosfato
monodcido de potasio y Fosfato didcido de potasio de JT Baker y Peptona de
caseina de DIBICO) y los empleados en el proceso de extraccion (n-hexano
y Alcohol metilico de JT Baker) fueron de grado analitico obtenidos de la
marca Fisher Scientific Chemical.

Obtencion de plantas y preparacion de extractos crudos

Las plantas fueron colectadas durante el invierno del 2021, en Tuxtla
Gutiérrez (C. dodecandra en 16° 43" 46.2°" N, 93° 06" 0.87"" E y T. olivi-
formis en 16° 43" 45.7"° N, 93° 06" 0.70"" E) y Zinancatan (G. odorata y
T. nelsonii en 16° 45 34.0°" N, 92° 43" 18.0"" E), Chiapas, México. Los
especimenes fueron identificados a nivel especie por personal profesional
del herbario de la FCB-UANL, quedando registrados como: C. dodecandra
(025879), T. oliviformis (025881), T. nelsonii (025883) y G. odorata (025884).
El material vegetal se limpio, corto, seco a temperatura ambiente sin ilumi-
nacion directa y se triturd, empleando un molino de mano. Extractos
hexanicos y metanolicos se obtuvieron mediante maceraciéon mezclando
sog de material vegetal y solvente en una relacion 1:10 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 extraccién con metanol en las mismas condiciones. En cada ocasion,
los extractos se filtraron y concentraron a presion reducida empleando un
rotavapor Yamato Model RE2000. Finalmente, se secaron en una estufa a
40°C hasta alcanzar un peso constante para calcular el porcentaje de ren-
dimiento. Los extractos obtenidos se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion.

Cultivo de T. tenax

Trofozoitos de T. tenax cepa ATCC-30207 fueron cultivados en medio TYI-
S-33 suplementado con suero bovino hasta una concentracion de 10 % v/v.
El cultivo se mantuvo bajo condiciones axénicas. Para los bioensayos de
actividad antiprotozoaria se emplearon trofozoitos en su fase exponencial.
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Actividad antiprotozoaria

De manera in vitro se realizaron una serie de bioensayos para determinar la
actividad antiprotozoaria de los extractos crudos®. Brevemente, un in6culo
de 1x105 trofozoitos de T. tenax/mL se incubd a 37 °C por 24 h en medio
TYI-S-33 suplementado con suero bovino y en presencia de diferentes concen-
traciones (18.75 a 500 ug/mL) de los extractos crudos y metronidazol (0.015
a 0.25 ug/mL) como control positivo. En resumen, 30 mg de cada extracto
y 10 mg de metronidazol se disolvieron primero de forma independiente
en 250 uL. de DMSO vy se diluyeron con agua desionizada estéril y medio
inoculado hasta alcanzar la concentracion deseada. La concentracion final
de DMSO no super6 el 0.25 % v/v en las diluciones ensayadas. Cada ensayo
conto con un blanco (medio inoculado).

Se realizaron dos ensayos independientes por triplicado. En cada ensayo
se evaluaron los extractos, metronidazol, DMSO (a las concentraciones esta-
blecidas) y un blanco (medio inoculado). Tras la incubacion, se prepar6 una
dilucion 1:10 de cada ensayo con formalina. Se cont6 el nimero de parasitos con
un hemocitometro, se determind el % de inhibicion con respecto al tubo blanco.

Analisis estadistico

La concentracién que inhibe el crecimiento del trofozoito en un 50 % (CISO)
se determind mediante regresion lineal Probit, como se observa en la Figura
2. Ademais, los datos se sometieron a un andlisis de varianza bifactorial y
se aplico la prueba Tukey para determinar la diferencia estadistica entre
tratamientos, utilizando SPSS Statistics Version 18.0 (IBM SPSS Statistics
for Windows, Armonk, NY).

Extracto hexénico Tagetes nelsonii Extracto metandlico de Tagetes nelsonii

.59

00

0.5

Probit
Probit

Y=1.098¢- 4415

R Lineal = 0.972 Y= 14863262
R Lineal = 0 985

T T T T T
12 14 15 18 20 22 24 12 14 18 18 20 22 24
Log de concentracion Log de concentracion

Figura 2. Graficos Probit de la actividad antiprotozparia de los extractos de Tagetes nelsonii frente a T. tenax
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RESULTADOS

Un total de ocho extractos crudos, cuatro metanodlicos, cuatro hexdnicos
y metronidazol, fueron evaluados frente a trofozoitos de T. tenax. El ren-
dimiento de extraccion y la actividad antiprotozoaria in vitro (CISO) de los
extractos obtenidos de las cuatro plantas medicinales evaluadas se muestran
en la Tabla 1. Los resultados muestran un mayor rendimiento de extrac-
cion al emplear metanol como solvente con rendimientos entre el 5,0 %
para C. dodecandra y el 14 % para G. odorata. El anlisis estadistico reveld
efectos significativos tanto del tipo de planta (F= 151.54, p < 0.05), del tipo
de extracto (F= 61.08, p < 0.05), como de su interaccion (F= 27.57, p < 0.05)
sobre la actividad antiprotozoaria. La comparacion multiple mediante la
prueba de Tukey mostré diferencia significativa (p < 0.05) entre las plan-
tas evaluadas. En particular, T. nelsonii present6 la mayor actividad anti-T.
tenax, significativamente superior al resto de las especies, mientras que T.
oliviformis mostré la menor actividad. Los resultados sugieren que tanto la
especie vegetal como el tipo de extracto influyen de manera importante en
la actividad antiprotozoaria, y que existe una interaccion especifica entre
ambos factores.

Tabla 1
Actividad antiprotozoaria de selectas plantas medicinales sobre T. tenax

Nombre de planta Parte de Actividad antiprotozoaria (CIso= pg/mL)
e planta
(familia) *
Empleada , L. , .
P75 Hexanico % Metanolico
Cordia dodecandra
CyT 0.4 315.83+16.55¢ 5.0 323.42+£22.11¢

(Boraginaceae)

Gaultheria odorata

H 1.6 185.00 £ 19.57° 14.0 24344 +19.54t
(Ericaceae)
Tagetes nelsonii

CyT 0.7 162.90 +5.26% 6.9 161.70 = 13.877

(Asteraceae)
Talisia oliviformis

H 24 278.46 +20.759 8.0 44971 £ 23.64°¢
(Sapindaceae)
Metronidazol 0.013 =0.003

*C= corteza, H= hojas, T= tallo; **% de rendimiento base seca; Resultados: Media +DS, medias seguidas por
letras diferentes son estadisticamente diferentes, p<0.05.
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DISCUSION

En el presente trabajo se demostro6 la actividad antiprotozoaria de los extractos
de selectas plantas de la etnomedicina mexicana frente a T. tenax. Es impor-
tante mencionar que la investigacion de plantas medicinales para tratar las
infecciones por T. tenax es casi inexistente. Sin embargo, se ha reportado
actividad anti-Trichomonas de Origanum mejorana sobre Pentatrichomonas
hominis, protozoario comensal humano causante de tricomoniasis intestinal®’,
asi como de Carica papaya, Cocus nucifera y Persea americana frente a
Trichomonas vaginalis, agente causal de tricomoniasis vaginal humana®2,

En cuanto a T. tenax, se ha reportado actividad anti-Trichomona del
extracto etanolico de Punica granatum con una concentracion efectiva de
12.5 ug/mL2. Asimismo, la actividad antiperiodontitis de Punica granatum
ha sido confirmada?+. El estudio in vivo de la infusion de Eugenia cariophylla
sobre T. tenax ha sido informado efectivo a concentracion de 300 mg/mL>s,

Por otro lado, se ha comunicado la actividad antigingivitis de Aloe vera,
Camellia sinensis, Punica granatum y Salvadora pérsica incorporados a denti-
fricos con una notable reduccion de la enfermedad periodontal®.

Lo anterior sefiala la relevancia de los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que las cuatro plantas evaluadas mostraron efecto anti-T.
tenax, siendo interesante la actividad mostrada por T. nelsonii y G. odorata,
cuya propiedad bioldgica podria extenderse hacia la busqueda sistematica de
los metabolitos tricomonicidas a través de un fraccionamiento biodirigido
que resulte en el incremento de la actividad antiprotozoaria y su posterior
empleo en el desarrollo de dentifricos, antisépticos bucales y colutorios para
el cuidado de la salud bucodental.

En relacion con esto, se destaca el potencial de la planta Tagetes, inves-
tigaciones sefialan a este género albergar especies que exhiben actividad
insecticida, acaricida antimicrobiana, antimicotica y antihelmintica, atribui-
das a la presencia de terpenos como: alilenasol, f-cariofileno, trans-anetol y
tagetona*2°. Ademads, se ha determinado en el aceite esencial de T. nelsonii
a la cis-tagetenona, p-tagetona y dihidrotagetona como principales com-
puestos mayoritarios y, en menor proporcion, la ocurrencia de a-terpineol,
trans-p-ocimeno, limoneno, a-pineno, mirceno, mesitileno, a-terpineno,
eucaliptol, linalol y B-copaeno?®. Eugenol, carvacrol, mentol y timol han sido
encontrados en los aceites esenciales y extractos organicos de Tagetes, su
actividad antiprotozoaria podria estar relacionada a cambios en la permeabi-
lidad de la membrana celular3'. Por otro lado, se ha documentado la presen-
cia de 4cido gallico, dcido quinico, 4cido siringico, acido elagico, quercetina,
kaempferol, patuletina, isorhamnetina, axillarin y sus derivados glucésidos
en los extractos metanolicos de T. erecta, compuestos con potente actividad
quelante de iones Fe*?, un cofactor esencial de proteinas Fe-S, participes
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en el metabolismo energético de tricomonas.3* 33 Sesquiterpenos, esteroles,
triterpenos y tetraterpenos han sido aislados de las hojas de miembros de la
familia Asteraceae y se ha notificado que previenen la progresion del creci-
miento de Leishmania amazonensis, Plasmodium falciparum y Trypanosoma
brucei posiblemente por alteracion de la actividad mitocondrial34, quiza un
efecto similar ocurra en los hidrogenosomas de T. tenax de encontrarse este
tipo de metabolitos en el extracto hexanico.

Con respecto a C. dodecandra, se ha evidenciado la ocurrencia de fenil-
propanoides como el dcido rosmarinico, la siringina y el 4cido salvialonico
B; flavonoides derivados de la quercetina y alcaloides como la alantoina en
extractos®. Es posible que la actividad anti-T. tenax exhibida por los extractos
de T. nelsonii y C. dodecandra en este trabajo se deba a uno metabolito en
particular o a la actividad sinérgica de los mismos. Concerniente a G. odorata
y T. oliviformis la composicion quimica de sus extractos es ain desconocida.

CONCLUSION

Considerando el origen multimicrobiano e impacto sanitario y econémico
de las enfermedades periodontales en la salud humana, es necesario dis-
poner de nuevas estrategias y coadyuvantes para mantener la salud buco-
dental. En ese sentido, el presente trabajo incrementa el acervo cientifico
de productos naturales con actividad anti-T. tenax mostrando a T. nelsonii
con el mejor efecto tricomonicida y como candidato para la busqueda de
posibles compuestos con actividad antiprotozoaria. Ademas, los resultados
obtenidos enriquecen el conocimiento ancestral de los recursos herbarios de
la etnomedicina mexicana para el tratamiento de infecciones por parasitos
y enfermedades de la cavidad bucal.
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