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Resumen

Tritrichomonas foetus es un protozoo pardsito del sistema reproductor bovino, agente causal de la
tricomoniasis bovina que afecta principalmente a las vacas. A nivel mundial, la tricomoniasis bovina ha ido
en aumento y se considera un serio problema de sanidad pecuaria en paises con limitadas estrategias para
su control. Por ello, el uso de productos naturales podria constituir una terapia complementaria para su
tratamiento. En este trabajo se evalud el efecto in vitro de los extractos hexanicos y metandlicos de Cordia
dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis sobre el crecimiento celular de T.
foetus. Los extractos fueron obtenidos por maceracion asistida con sonicacion, la actividad antiprotozoaria
fue evaluada a concentraciones < 500 pg/mL, mediante un hemocitometro manual. Ademas, un perfil
guimico semicuantitativo fue realizado a cada extracto. La actividad anti-T. foetus fue variable para los
extractos de una misma planta, el extracto hexanico de T. nelsonii mostré la mejor actividad con una
concentracién inhibitoria media (Clso) de 275.75 ug/mL. Alcaloides, fenoles y terpenos son presuntos
responsables de esta actividad. Los resultados de este trabajo constituyen el primer reporte de plantas
mexicanas etnomedicinales en la investigacion de productos naturales para atender la tricomoniasis
bovina.

Palabras clave: actividad anti-T. foetus, Tritrichomonas foetus, tricomoniasis bovina, plantas
etnomedicinales, Tagetes nelsonii.

Abstract

Tritrichomonas foetus is a flagellated protist parasite of the bovine reproductive system; it is the agent
responsible for bovine trichomoniasis. Worldwide, cases of bovine trichomoniasis have increased, and in
developing countries like Mexico there are few alternatives for its control. Therefore, the use of natural
products could serve as a complementary therapy for its treatment. This work analyzes the antiprotozoal
effect of hexanic and methanolic extracts from Cordia dodecandra, Gaultheria odorata, Tagetes nelsonii
and Talisia oliviformis, plants used in ethnomedicine in Mexico, against T. foetus. Extracts were obtained
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through sonication-assisted maceration, and antiprotozoal activity was as assessed at concentrations < 500
pg/mL using a manual hemocytometer. In addition, a semiquantitative phytochemical was conducted for
each extract. The anti-trichomonas activity varied among the extracts from the same plant, with the hexane
extract of T. nelsonii showing the most potent activity, with a mean inhibitory concentration (ICso) value of
275.75 pg/mL. The results of this study represent the first report on the use of medicinal from Mexican ethnic
cultures in the investigation of natural products for treatmenting bovine trichomoniasis.

Keywords: activity anti-T. foetus, Tritrichomonas foetus, bovine trichomonosis, Etnomedicinal plants,
Tagetes nelsonii.

INTRODUCCION

Tritrichomonas foetus es un protozoario flagelado, parasito extracelular causante de la
tricomoniasis bovina, una patologia de transmision sexual de vacas y toros. Ademas, se
ha encontrado como huésped comensal en cerdos y gatos, y en algunos casos provoca
infecciones ocasionales del tracto gastrointestinal, y como patégeno oportunista en
humanos inmunocomprometidos (Okamoto et al., 1998; Lim et al., 2010; Dabrowska et
al., 2019; Yildiz & Sursal, 2019).

En las hembras, la tricomoniasis bovina es grave, el parasito se extiende por vagina, Utero
y feto, dando lugar a vaginitis, cervicitis, endometritis, placentitis y aborto. Habitualmente,
la hembra supera la infeccién y queda gestante de nuevo. Sin embargo, en lesiones del
tejido endometrial causadas por T. foetus, la aparicion de pibmetra es inminente, lo que
conduce a infertilidad definitiva. Durante la gestacion, la pérdida del embrion puede
ocurrir de forma temprana, lo que ocasiona un fallo reproductivo que dificiimente se
percibe como un aborto en ganaderia extensiva sin diagndstico de gestacion. Ademas,
suele presentarse celo irregular en vacas, con periodos estrales mas alla de los 23 dias.
En los machos, la infeccion se limita a la cavidad prepucial con lesiones purulentas o en
Su mayoria sin sintomatologia aparente (Campero & Cobo, 2006; Doumecq & Soto, 2012;
Islam et al., 2017).

T. foetus esta presente a nivel mundial, en regiones con producciéon masiva de ganado,
reportandose casos de tricomoniasis bovina en Victoria River (65.9 %), China (56.3 %),
Sudafrica (26.4 %), Espafa (32 %), Rhajastan (28 %), Turquia (5.7 %), Brasil (3.7 %), y
Argentina (3.5 %); es endémica en Estados Unidos de América y de prevalencia incierta
en México (Yao, 2013; Dabrowska, 2019, Martin et al., 2021).

Aungue la tricomoniasis bovina es considerada una enfermedad con minimo riesgo para
la salud humana, el impacto biolégico y productivo de la infeccién bovina radica en su
alta tasa de contagio, la propagacién de individuos asintomaticos, la elevada incidencia
de abortos y la disminucion de la tasa de prefiez, provocan severos perjuicios econémicos
en la produccion ganadera de carne y leche (Islam et al., 2017; Leyva, 2019). Tan solo
en E.U.A, un bovino infectado genera gastos econdmicos que van desde los 600 hasta
los 2,500 dolares (Fox et al., 1995; Yao, 2015).

La tricomoniasis bovina no tiene cura aparente, no obstante, dentro de la familia de los
5-nitroimidazoles, el ronidazol y metronidazol tienen efecto tricomonicida in vitro e in vivo,
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sin embargo, existen limitaciones de uso en animales destinados a consumo humano
(Gookin et al., 2006; Love et al., 2017). TrichGuard® es la Unica vacuna aprobada por la
FDA para disminuir y prevenir el impacto biologico-econémico de T. foetus (Edmonson et
al., 2017). Sin embargo, la accesibilidad a la vacuna es limitada en paises en vias de
desarrollo, por lo que la aplicacion de practicas bioseguras de produccién animal
constituye la principal estrategia para el control de la enfermedad. Esto, a su vez destaca
la ausencia de terapias para tratar la infeccion por T. foetus (Baltzell, 2013; Yao, 2013).

Por otro lado, el aprovechamiento de las plantas medicinales es una practica ancestral
gue ha adquirido interés en la investigacion y el desarrollo de nuevos antiparasitarios,
especialmente desde la obtencion de la artemisinina (Abdin et al., 2003). Diversos
productos naturales derivados de plantas etnomedicinales han desempefiado un rol
importante en el control de enfermedades causadas por parasitos que afectan la salud
humana (Ramirez et al., 2010; Castafo & Giraldo, 2018). Poco mas de 160 plantas a
nivel mundial se han investigado para tratar parasitosis en ganaderia (Veerakumari,
2015). Sin embargo, el estudio de plantas medicinales, disponibles localmente, para
atender enfermedades por protozoarios en el ganado bovino, es un campo de
oportunidad en México. En relacién con esto, Cordia dodecandra, Gaultheria odorata,
Tagetes nelsonii y Talisia oliviformis son plantas empleadas por etnias del sureste
mexicano para atender enfermedades gastrointestinales causadas por bacterias y
parasitos que afectan la salud humana (De La Cruz-Jiménez et al., 2014; Orantes-Garcia
et al., 2018), sin embargo, no existen reportes suficientes que validen la actividad
antiprotozoaria frente a parasitos causantes de infecciones digestivas y sexuales en
animales de ganaderia. Previamente, nuestro grupo de trabajo demostré6 que los
extractos organicos de estas especies tienen efecto antimicrobiano sobre bacterias
grampositivas y negativas e interesante actividad antioxidante, antihemolitica y toxica (De
La Cruz-Jiménez et al., 2022). Por ello, con el fin de profundizar en el estudio de estos
recursos, y establecer su posible uso integral para atender parasitosis del ganado,
especialmente la necesidad de nuevas terapias tricomonicidas, el objetivo de esta
investigacion fue determinar su actividad antiprotozoaria frente a T. foetus.

MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de investigacion del
Departamento de Quimica de la FCB-UANL, oficio registrado con el No. ATL-06-2023.
Sustancias quimicas

El dimetilsulfoxido (DMSO 99.5% para cultivo celular) y metronidazol (grado analitico)
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Todos los demas
productos quimicos empleados en la preparacion del medio TYI-S-33, en el proceso de
extraccion y en la determinacién del perfil fitoquimico fueron de grado analitico
comercialmente disponibles en la localidad.
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Obtencion de plantas medicinales

Partes aéreas (tallo con corteza y hojas) de las plantas en estado de madurez, Figura 1,
fueron colectadas durante el invierno del afio 2021 en Tuxtla Gutiérrez y Zinacantan en
el estado de Chiapas, México. Los especimenes fueron identificados a nivel especie por
personal botanico del herbario de la FCB-UANL. Un espécimen de cada planta fue
depositado en la coleccion del herbario con nimero de registro: Cordia dodecandra
(025879), Talisia oliviformis (025881), Tagetes nelsonii (025883) y Gaultheria odorata
(025884).

Figura 1. Plantas medicinales evaluadas en este trabajo. A: Cordia dodecandra, B: Gaultheria odorata,
C: Tagetes nelsonii y D: Talisia oliviformis

Preparacion de los extractos organicos
El material vegetal (tallo con corteza y hojas) se limpio, cortd, y secé a temperatura
ambiente sin iluminacion directa, posteriormente, se trituré6 en un molino de mano.
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Extractos hexanicos y metandlicos se obtuvieron mediante maceracion asistida con
sonicacion. Para ello, 50 g de materia seca fueron sometidos a maceracién con hexano,
con una proporcion material-solvente de 1:10. Cambios de solvente y sonicacion por 15
minutos fueron realizados cada seis dias, en tres ocasiones. Al terminar la maceracion
con hexano, se continud la extraccion con metanol bajo las mismas condiciones. En cada
ocasion, los extractos se filtraron, concentraron a presion reducida con rotavapor (Yamato
model RE2000) y se secaron en una estufa a 40 °C, hasta peso constante, para calcular
el porcentaje de rendimiento. Finalmente, los extractos obtenidos se almacenaron a 4 °C
hasta su uso.

Cultivo de Tritrichomonas foetus

Trofozoitos de T. foetus cepa UT ATCC-30232 fueron cultivados en medio TYI-S-33
suplementado con suero bovino a 10 % v/v. El cultivo se mantuvo bajo condiciones
axénicas. Para los bioensayos de actividad antiprotozoaria se emplearon trofozoitos en
su fase exponencial.

Actividad antiprotozoaria

Una serie de bioensayos in vitro se realiz6 para determinar la actividad anti-T. foetus de
los extractos hexanicos y metandlicos de las plantas colectadas (Mata-Céardenas et al.,
2008). Brevemente, se incubé un inéculo de 1x10° trofozoitos/mL a 37 °C durante 24 h
en medio TYI-S-33 suplementado con suero bovino, en presencia de diferentes
concentraciones (31-500 ug/mL) de los extractos crudos y del control positivo (0.01-0.2
pg/mL). Para cada extracto se utilizaron 10 mg, mientras que para el control positivo se
disolvieron primero 3 mg de metronidazol de forma independiente en 150 uL de DMSO,
y se diluyeron con medio de cultivo hasta alcanzar la dilucion deseada, la concentracién
final de DMSO no supero6 el 0.25 % v/v en las diluciones ensayadas. Se realizaron dos
ensayos independientes por triplicado. En cada ensayo, se evaluaron los extractos, el
metronidazol, el DMSO (a la concentracion mas alta utilizada en las soluciones de trabajo)
y un blanco (medio inoculado). Tras la incubacion, se preparo una dilucién 1:10 de cada
ensayo con formalina. Se contd el niumero de parasitos con un hemocitometro y a
continuacion se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento con respecto al
blanco no tratado.

Perfil guimico semicuantitativo

A cada extracto crudo se le realizo6 un tamizaje fitoquimico a través de ensayos descritos
por Harborne (1998). Las reacciones colorimétricas de las pruebas ofrece una
determinacién semicuantitativa de la presencia de metabolitos secundarios en los
extractos. Un resultado positivo fue registrado como: (+), cuando se observo la formacion
de espuma, precipitados y/o la presencia de color especifico para cada prueba, (++),
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cuando las reacciones antes sefialadas fueron abundantes. Un resultado negativo se
registré6 como: (-), cuando no se observo ninguna reaccién y/o cambio de color.

Analisis estadistico
Los resultados se analizaron con SPSS Statistics, version 20.0 (IBM Corp. Released
2011): La concentracion que inhibe el crecimiento del trofozoito en un 50 % (Clso) se
determiné mediante la transformacion Probit/log del modelo de curva dosis/respuesta y
la pendiente de la férmula de regresion Y = m x + b (Figura 2); se utiliz6 ANOVA de una
via para comparar la Clso de los distintos extractos crudos frente a la cepa de T. foetus
utilizada en el estudio. EI modelo estadistico ajustado fue el siguiente:

Yij=u +i + eij
Donde: Yij es el valor registrado para la variable analizada (Clso de cada extracto crudo);
i es la media global; i es el efecto del i-ésimo tratamiento (extracto vegetal) y eij es el
error aleatorio de la ij-ésima observacion. Se consideré una distribucion normal y
varianzas homogéneas de los datos. La comparacion de medias entre los extractos con
igual polaridad se realiz6 mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de
0.05.

Extracto hexanico de Tagetes nelsonii Extracto metanolico de Gaultheria odorata

0.5
0.0

0.09

-0.57

Probit
Probit

Y= 1.763X- 4.303

57 R? Lineal = 0970 Y =1801x- 4554

R Lineal = 0,986
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Log de concentracién Log de concentracion

Figura 2. Andlisis probit de los extractos con mayor actividad Anti T. foetus
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RESULTADOS

Actividad antiprotozoaria in vitro

Los resultados revelan que los mayores rendimientos de extraccién se obtuvieron con
metanol, en un rango entre 5.0 % para C. dodecandra a 14 % para G. odorata; G. odorata
y T. oliviformis son los Unicos extractos polares con actividad anti-T. foetus, con una Clso
= 337.35 + 18.75 yg/mL y 453.96 + 25.70 pg/mL, respectivamente. 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. De los extractos no polar, T. nelsonii exhibi6
actividad tricomonicida con una Clso de 275.75 + 26.66 pg/mL seguido por C. dodecandra
con Clso = 348.52 + 25.08 ug/mL, la informaciéon condensada se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento y actividad anti-T. foetus de selectas plantas medicinales

Planta medicinal Parte de , rendimiento Actividad Anti-T. foetus
(familia) planta Extracto (%) (Clso pg/mL)?
empleada!

Cordia dodecandra TC H 0.4 348.52 + 25.082
(Boraginaceae) M 5.0 > 500
Gaultheria odorata Ho H 1.6 > 500
(Ericaceae) M 14.0 337.35+ 18.75°P
Tagetes nelsonii TC H 0.7 275.75 + 26.66°
(Asteraceae) M 6.9 > 500
Talisia oliviformis Ho H 2.4 > 500
(Sapindaceae) M 8.0 453.96 + 25.702
Metronidazol* 0.34+0.04

ITC: tallo con corteza, Ho: hojas. 2 H: hexanico, M: metandlico.® Media + DS (n=3), 2: medias de extractos
con igual polaridad con letras superindices diferentes, son significativamente diferentes (p<0.05). *
Metronidazol fue empleado como control positivo.

Perfil quimico semicuantitativo

Con respecto al perfil fitoquimico, en la Tabla 2 se puede observar que el metanol fue el
solvente que extrajo una mayor cantidad y variedad de metabolitos secundarios, en
particular, las especies G. odorata y T. nelsonii, mostraron una abundate cantidad de
terpenos y flavonoides. Por otro lado, las especies que mostraron menor cantidad de
metabolitos fueron los extractos hexanicos de C. dodecandra y de T. oliviformis.
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DISCUSION

En el presente trabajo se demostro la actividad anti T. foetus de los extractos de algunas
plantas etnomedicinales del sur de México. La mayor actividad antiprotozoaria fue
mostrada por el extracto hexanico de T. nelsonii (Clso = 275.75 + 26.66 pg/mL) seguido
por el extracto metandlico de G. odorata (Clso = 337.35 pg/mL+ 18.75 pg/mL). Ninguno
de los extractos ensayados fue mas activo que el metronidazol (Clso = 0.03 £ 0.01 pg/mL),
sin embargo, este se trata de un compuesto puro, a diferencia de los extractos en donde
se tiene una cantidad no determinada de compuestos. Es importante mencionar que el
uso de plantas medicinales para tratar la tricomoniasis bovina es escaso, sin embargo,
se ha reportado el potencial de Allium sativum y Psidium guajava para el tratamiento de
la tricomoniasis aviar causada por Trichomonas gallinae (Seddiek et al., 2014; Akbarian
et al., 2022).

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de los extractos organicos estudiados

Planta Extracto Alc Coum Flav Fen AR Terp
H - + - - - ++
Cordia dodecandra
M + - + + + +
) H - + + - - +
Gaultheria odorata
M + + ++ + + ++
. H + - - + - ++
Tagetes nelsonii
M + - + ++ + +
C . H - - - + - +
Talisia oliviformis
M - + - + + +

H: Hexanico, M: Metandlico; Alc: alcaloides, Coum: coumarinas, Flav: flavonoides, Fen: fenélicos, AR:
Azucares Reductores, Ter: terpenoides; (++): abundante, (+): presente, (-): ausente.

Por otra parte, se ha demostrado el efecto antiprotozoario de algunos extractos y
compuestos aislados de productos naturales contra el crecimiento de T. foetus. Se ha
notificado la actividad antiprotozoaria del extracto metandlico de la cactacea Caramulla
precumbens (Apocynaceae), con una Clso de 2 mg/mL (Vemula et al., 2022). También,
extractos de la cascara de tomate Cherry Kumato y de la variedad cerisiforme, a 200
pg/mL, han mostrado valores de Clso de 79.4 £ 5.9 y 81.3 £ 9.4 %, respectivamente
(Friedman et al., 2021). Liu y colaboradores informaron sobre la actividad anti-T. foetus
del glicoalcaloide a-tomatina, aislado del tomate Solanum lycopersicum (Solanaceae) con
una Clso de 2.79 ug/mL (Liu et al., 2016). Asi mismo, se ha documentado la inhibicion del
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trofozoito por los extractos acuosos de la cascara de Solanum tuberosum (Solanaceae)
de las variedades purpura y russet, con actividad inhibitoria del 41.0 + 6.3 % y 41.4 £
5.6 %, respectivamente, a 100 mg/mL; efecto atribuido a la presencia de acido cafeico y
del glicoalcaloide a-solanina (Friedman et al., 2018). Por su parte, Noritake y
colaboradores demostraron la actividad anti-T. foetus de los extractos de Camellia
sinensis (Theaceae); el extracto de té negro resulté el mas activo a 200 ug/mL, con un
41 £+ 13 % de inhibicidn celular (Noritake et al., 2017). La inhibicién del crecimiento del
protozoo patdgeno parece estar relacionada con el contenido individual y total de los
compuestos aislados en los extractos mencionados y su posible afinidad y disrupcion de
la membrana celular (Liu et al., 2016; Noritake et al., 2017; Friedman et al., 2018;
Friedman et al., 2021).

Con lo anterior, queda de manifiesto la relevancia de los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que las cuatro especies analizadas mostraron actividad anti-T. foetus:
T. oliviformis y G. odorata en los extractos polares, mientras que C. dodecandra y T.
nelsonii en los no polares. Es importante destacar que el interesante efecto mostrado por
los extractos podria servir como sustento para la busqueda sistematica de compuestos
anti-T. foetus, ya que un posterior fraccionamiento quimiobiodirigido podria incrementar
el efecto mostrado por el extracto crudo (Bazaldua-Rodriguez et al., 2021). Con relacion
a esto, el tamizaje fitoquimico de los extractos G. odorata y T. nelsonii exhibié una
abundante presencia de terpenos (Tabla 2). Diversas investigaciones han informado la
presencia de los terpenos alilenasol, B-cariofileno trans-anetol y tagetona en especies del
género Tagetes con actividad bactericida, fungicida, nematicida e insecticida. (Ball-
Coelho etal., 2003; Eguaras et al., 2005; Segovia et al., 2010). Con respecto a T. nelsonii,
en el afo 2021 Cruz-Lopez y colaboradores caracterizaron el aceite esencial e
identificaron a los terpenos como los principales compuestos mayoritarios: Ccis-
tagetenona, B-tagetona y dihidrotagetona, ademas de otros en menor proporcién, como
a-terpineol, trans-B-ocimeno, limoneno, a-pineno, mirceno, mesitileno, a-terpineno,
eucaliptol, linalol y B-copaeno en menor proporcion (Cruz-Lopez et al., 2021). Es probable
que el o los compuestos responsables de la actividad contra T. foetus en esta
investigacion pertenezcan a esta familia de metabolitos. Como soporte a la actividad
antiparasitaria de terpenos, se han reportado al menos 258 esteroides y triterpenos de
fuentes naturales y sintéticas con actividad antiprotozoaria y antihelmintica (Kuzminac et
al., 2023). Por otra parte, la actividad anti-T. foetus de C. dodecandra puede ser atribuida
a la presencia de metabolitos de tipo fenilpropanoide: acido rosmarinico, siringina y acido
salvialdnico B; flavonoides como quercetina o al alcaloide alantoina, reportados en el
extracto de corteza (Aguilar & Quijano, 2016). Con respecto a G. odorata y T. oliviformis,
no se ha informado la caracterizacion quimica de sus extractos.
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CONCLUSIONES

Dado el gran impacto econdmico que la tricomoniasis ocasiona en la salud pecuaria y en
el sector agropecuario, y las limitaciones de uso de los farmacos convencionales, es
fundamental disponer de terapias alternativas y/o complementarias para atender esta y
otras parasitosis, donde en los ultimos afios ha adquirido relevancia la bioprospeccion
sistematica de productos naturales como estrategia de investigacion. En el presente
trabajo se reporta por primera vez el potencial de plantas medicinales mexicanas contra
el crecimiento del agente causal de la tricomoniasis bovina: Tritrichomonas foetus, a
pesar de que los extractos evaluados fueron menos activos que el agente terapéutico de
referencia (metronidazol), dada las limitaciones legales sobre su uso en ganado,
destacamos el efecto mostrado por el extracto hexanico de T. nelsonii (Clso de 275.75
pMg/mL) y metandlico de G. odorata (Clso: 337.35 pug/mL), ya que esto abre la posibilidad
para el desarrollo de un tratamiento alternativo eficaz, y econémicamente viable, para la
cura de esta enfermedad, sobre todo en comunidades en donde es complicado el acceso
a tratamientos convencionales.
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