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Resumen: Introduccién: Las infecciones parasitarias como la amebosis y la tricomonosis representan un desafio significativo para la
salud publica a nivel global. A lo largo de décadas, el metronidazol ha sido considerado como el farmaco principal para su trata-
miento. Sin embargo, el uso descontrolado de este medicamento ha propiciado la aparicién de cepas resistentes. Esta realidad ha
generado una urgente necesidad de descubrir y desarrollar nuevos tratamientos eficaces contra las parasitosis. Objetivo: Evaluar la
actividad antiparasitaria de Kalanchoe daigremontiana sobre Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis. Metodologia: Se prepar6 un
extracto metanolico de K. daigremontiana. El extracto se caracterizé fitoquimicamente de manera cualitativa. Se determiné el efecto
del extracto sobre trofozoitos de E. histolytica y T. vaginalis; finalmente se determiné su toxicidad en eritrocitos humanos. Resultados:
El analisis fitoquimico del extracto de K. daigremontiana indicé que los flavonoides son los compuestos mas abundantes. El extracto
presentd la capacidad de inhibir el desarrollo de E. histolytica y T. vaginalis con una DL50 de 71 y 105 pg/mL, respectivamente y
presento baja toxicidad en eritrocitos. Conclusiones: El extracto de metanolico de las hojas de K. daigremontiana posee actividad en
contra de E. histolytica y T. vaginalis. Sin afectar significativamente los hematies humanos en concentraciones efectivas frente a los
parasitos evaluados.
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In vitro Antiparasitic Activity of Methanolic Extract of Kalanchoe daigremontiana (Crassulaceae) Against Entamoeba

histolytica (Amoebida: Entamoebidae) and Trichomonas vaginalis (Trichomonadida: Trichomonadidae)

Abstract: Introduction: Parasitic infections such as amoebiasis and trichomoniasis represent a significant global public health chal-
lenge. Metronidazole as the drug of choice for decades, and its uncontrolled management has led to the emergence of resistant strains.
Thus, the need to find new treatments against parasitosis has arisen. Objective: To evaluate the In-vitro antiparasitic activity of the
plant Kalanchoe daigremontiana on Entamoeba histolytica and Trichomonas vaginalis. Methods: A methanolic extract of K. daigremontiana
was prepared. The extract was qualitatively characterized phytochemically. The effect of the extract on the log-phase trophozoites of
E. histolytica and T. vaginalis was determined; finally, its toxicity in human erythrocytes was determined. Results: Phytochemical
analysis of K. daigremontiana extract indicated that flavonoids were the most abundant compounds. The extract presented the ability
to inhibit the growth of E. histolytica and T. vaginalis with an LDso of 71 and 105 pg/mL, respectively, and presented low toxicity in
erythrocytes. Conclusions: K. daigremontiana extract possesses antiparasitic activity against E. histolytica and T. vaginalis trophozoites.
It does not significantly affect red blood cells at effective concentrations against the parasites evaluated.

Keywords: Amebosis; Hemolysis; Parasitosis; Trichomonosis; Trophozoites.
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1. Introduccion

América Latina y México enfrentan una serie de enfermedades parasitarias que afectan significativamente la salud
publica (Trejos-Suarez and Castafio-Osorio, 2009; Mitra and Mawson, 2017). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) identifica una serie de factores clave que contribuyen a la propagacion y persistencia de las enfermedades para-
sitarias como lo son pobreza y condiciones socioeconémicas desfavorables asi como condiciones de higiene y sanea-
miento inadecuadas (James et al., 2018). Existen diversos protozoarios de importancia clinica en el humano entre ellos
Entamoeba histolytica que puede afectar el intestino humano (Pozio, 2019) y Trichomonas vaginalis agente etioldgico de
la tricomoniasis, la enfermedad de transmisidn sexual no viral mas prevalente en todo el mundo (Edwards et al., 2014).

El Metronidazol es un farmaco ampliamente utilizado para tratar diversas infecciones parasitarias efectivo contra
una variedad de organismos protozoarios anaerdbicos, como T. vaginalis, Giardia lamblia y E. histolytica (Dingsdag and
Hunter, 2018). A pesar de ser un tratamiento comun, el uso prolongado o inadecuado de metronidazol ha generado
resistencia por parte de los parasitos, lo que reduce la eficacia del farmaco y dificulta su capacidad para eliminar las
infecciones (Pal et al., 2009). El uso prolongado del metronidazol puede ocasionar efectos adversos que incluyen males-
tar estomacal, nauseas, vomitos, diarrea, dolor de cabeza, mareos, sequedad bucal y un sabor metalico en boca, también
se ha asociado con efectos adversos en el sistema nervioso central, como convulsiones (Hernandez Ceruelos et al., 2019).
Esto ha llevado a la necesidad constante de buscar alternativas terapéuticas y estrategias para combatir las infecciones
parasitarias y farmacos mas efectivos.

Por lo cual las plantas representan una fuente para el descubrimiento y desarrollo de tratamientos frente a las
enfermedades parasitarias (Rodriguez-Garza et al., 2019) esto debido a que contienen diversos metabolitos con propie-
dades biologicas (Patel, Patel and Patel, 2011). Las plantas del género Kalanchoe son valiosas por que poseen una amplia
variedad de propiedades bioldgicas, las que incluyen actividad frente enfermedades como infecciones virales y bacte-
rianas (Aisyah et al., 2016). Hasta el momento los resultados disponibles en la literatura sugieren que las actividades
terapéuticas derivadas de Kalanchoe daigremontiana pueden depender en parte de la presencia de los flavonoides como
la quercetina (Kolodziejczyk-Czepas and Stochmal, 2017). Por lo anterior este estudio esta enfocado en la determinacion
de la actividad antiparasitaria del extracto metandlico de hojas de K. daigremontiana.

2. Materiales y Métodos

Extraccion: Se utilizaron hojas frescas de K. daigremontiana colectadas en Monterrey, N.L., México en el afo del
2019. La identificacién taxondmica de la planta se realizé en el Laboratorio de Botanica de la Facultad de Ciencias Bio-
logicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (No. Reg. 029130). La taxonomia de la planta fue cotejada en el
sitio web The World Flora Online (WFO) Plant List (https://wfoplantlist.org/plant-list/; accesado el 08/01/2024).

Para obtener el extracto metanoélico de K. daigremontiana, se usaron 100 g de hojas secas y molidas a temperatura
ambiente y se sometieron a extraccién por maceracion con 300 mL de metanol (MeOH) absoluto en matraz de 1 L el
cual fue colocado en un agitador orbital a 250 rpm a temperatura ambiente y recambio de disolvente cada 24 horas
durante 3 dias consecutivos. El extracto se filtré con papel filtro Whatman N°1, se concentré a presion reducida a 40.0
+ 2.0 °C con un rotavapor. Finalmente, el extracto se pesé para calcular rendimiento de extraccidn, se etiqueté como
KalH y se almaceno en obscuridad a 4.0 + 1.0 °C hasta su uso. Ademas, al extracto se le realizaron pruebas fitoquimicas
cualitativas (Rodriguez-Garza et al., 2023).. Para la determinacién del rendimiento, se utilizé la siguiente formula (1),
en donde PE = Peso del extracto y PI = Peso inicial de planta seca.

P
Rendimiento (% =—x100
ep/p) =3 (1)

Actividad Antiparasitaria: La efectividad de KalH contra trofozoitos de E. histolytica cepa HM1-IMSS (2 x 10"4
trofozoitos/mL) y T. vaginalis cepa GT15 IMSS:0989 (1 x 10”5 trofozoitos/mL) en fase logaritmica y se evaludé en medio
PEHPS. Este medio consiste en peptona de caseina, extracto de higado/pancreas, y suero bovino al 10%. La evaluacion
se realizo utilizando la técnica de microensayo descrita previamente en una publicacién anterior (Elizondo-Luévano et
al., 2020). E. histolytica fue incubada a 36 °C/72 h y T. vaginalis fue incubada a 37 °C/24 h. Las concentraciones de los
extractos evaluados fueron de 15.63 a 1000 pg/mL (Elizondo-Luevano et al., 2020); se utilizo dimetilsulféxido (DMSO)
absoluto para disolver el extracto (solucion stock) de esta solucion se tomaron alicuotas para preparar las soluciones de
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trabajo y las concentraciones finales nunca superaron el 5% de DMSO. La viabilidad se determiné por conteo en camara
de Neubauer. Los trofozoitos de T. vaginalis, se fijaron con formalina 1:10 previo al conteo. Para ambos parasitos, el
control positivo (C+) consistio en metronidazol (1.0 pug/mL). Los resultados del porcentaje (%) de inhibicién para cada
parasito, se utilizaron para determinar la dosis letal media (DLso).

Prueba de hemolisis: La toxicidad de KalH se determind por la prueba de hemolisis en eritrocitos humanos para
lo cual se analizaron distintas concentraciones de KalH (100 a 1000 pig/mL) a 37°C durante 30 minutos. Como C-, se
utilizaron eritrocitos sin agregar extracto, se emple6 agua destilada como C+, ya que induce hemolisis de células rojas.
La evaluacién de la hemdlisis se realizd espectrofotométricamente a 540 nm, registrando las lecturas como absorbancia
para cada tratamiento (Abs Tr) (Elizondo-Luevano et al., 2023). El porcentaje de hemdlisis se determin¢ utilizando la
férmula siguiente (2):

Abst, — Abs¢_

% Hemolisis = —— x 100
0% Hemolisis Absc, — Absc_ X @

Actividad anti-hemolisis: El método empleado en este ensayo fue el descrito por Quintanilla-Licea et al., 2023. Para
evaluar el efecto protector sobre los eritrocitos, el extracto se incubd en concentraciones variables de 100 a 1000 pg/mL
junto al radical AAPH (2,2'-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro), aplicando agitacion de 200 rpm/37°C por 5
horas a en una incubadora de rotacién. Estos tratamientos se designaron como (Tr) (Quintanilla-Licea et al., 2023). Como
C- de la hemolisis, se empled PBS (pH 7.4) con eritrocitos, excluyendo el AAPH, como C+ se utiliz6 AAPH. Tras la
incubacidn, todos los tratamientos se centrifugaron a 13,000 rpm / 4 °C durante 3 minutos. Se extrajeron 200 uL de
sobrenadante y se transfirieron a una microplaca de 96 pozos transaprente. La hemolisis se determiné siguiendo el
mismo procedimiento descrito en el método de hemolisis. El % de protecciéon se determind con la férmula (3):

AbSTr - AbSC_

o P ion=101 - —— "~ ">
% Proteccién = [ Absc,— Absc_

1x100 3

Analisis estadistico: Cada ensayo se llevd a cabo en tres repeticiones y se empled la prueba de ANOVA de una via
para identificar diferencias significativas entre los tratamientos. La determinacion de la DLso se efectué mediante la
prueba estadistica de Probit (IC = 95%). Se consideraron diferencias significativas cuando p < 0.05. Los andlisis estadis-
ticos se determinaron en el software SPSS, ver. 24.

3. Resultados

Analisis fitoquimico: El rendimiento de extraccién por maceracion del extracto fue del 13 %. Los resultados del
estudio fitoquimico basico en cual el extracto mostrd respuesta positiva (+) para insaturaciones, quinonas, triterpenos,
esteroles, saponinas, carbohidratos y flavonoides siendo estos tltimos los mas abundantes se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Analisis fitoquimico cualitativo del extracto de K. daigremontiana.

Prueba Fitoquimica

Ins Gp.Car Cu SqL On Est Gp.Cxo Gp.Fn Spo Fla Carb Alc Tri

+ - - - + + - + + ++ + -

Ausente: -, Presencia: +. Alc: Alcaloides; Carb: Carbohidratos; Cu: Cumarinas; Est: Esteroles; Fla: Flavonoides; Ins: Insaturaciones;
Gp. Car: Grupo carbonilo; Gp. Cxo: Grupo carboxilo; Gp. Fn: Grupos fendlicos; Qn: Quinonas; Spo: Saponinas; SqL: Sesquiterpen-
lactonas; Tri: Triterpenos.

Actividad contra E. histolytica y T. vaginalis: Como puede observarse, el extracto posee la capacidad de inhibir
el crecimiento de los trofozoitos, existiendo una relacién dosis respuesta ya que el porcentaje de inhibicién disminuye
con la disminucién de la concentracion del extracto. La letalidad fue total a una concentracién de 1000 pg/mL con un
resultado similar a 500 pg/mL. El control positivo, mostré un 100 % de mortalidad, mientras que el control negativo y
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el tratamiento blanco, revelaron una inhibicion casi nula siendo del 2 y de 1 % para E. histolytica y T. vaginalis, respecti-
vamente (Figura 1). Los resultados referentes a la DLso determinada para el metronidazol fueron 0.3 y 0.2 ug/mL contra
E. histolytica y T. vaginalis, respectivamente (tabla 2).

100.0

80.0 m E. histolytica

O T. vaginalis
60.0

40.0

% Viabilidad

20.0

T T T 1T rrr T rrTrrrrrTrTryrTrTrn

0.0

1 1 | 1 iﬂ 1 ElE’ 1 ]
250 200

15.63 31.25 62.5 125 1000
pg/mL

Grafico 1. % de viabilidad de los parasitos E. histolytica y T. vaginalis en presencia de KalH. Datos expresados como la Media + DE.
Se utilizé como Tr testigo medio PEHPS sin indculo, como C- se utilizé DMSO al 5% mas in6culo de trofozoitos.

Tabla 2. DL50 de KalH contra E. histolytica y T. vaginalis

DLso en pg/mL

Parasito KalH
E. histolytica 71.0+54
T. vaginalis 105.3+ 125

Datos expresados como la Media + DE.

Toxicidad del extracto mediante la prueba de hemolisis: En la figura 2 se observa que el extracto crudo de hoja
de K. daigremontiana a 1000 pug/mL tuvo una actividad hemolitica de 7.18 % la cual fue descendiendo conforme dismi-
nuye la concentracion del extracto. En 100 ug/mL (concentracion mas baja evaluada) la hemdlisis en los eritrocitos fue
del 0.49 %. E1 C+ mostr6 un 100 % de hemolisis mientras que el C- no presentd actividad aparente (datos no mostrados
en el grafico).
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Grafico 2. Evaluacion del efecto hemolitico de KalH mediante la prueba de hemdélisis. Valores presentados como la Media + DE (p <
0.05).

Citoproteccion del extracto: El extracto KalH, el cual no presenté hemdlisis significativa en concentraciones de
hasta 1000 pg/mL fue analizado mediante el método de AAPH (Quintanilla-Licea et al., 2023). El extracto presento cito-
proteccion de manera inversamente proporcional a la concentracion, siendo la concentracion de 100 pg/mL la mas efec-
tivay la de 1000 ug/mL la menos efectiva con 3.46 y 0.34 % de citoproteccion frente a la hemolisis inducida por el AAPH,
respectivamente (Fig. 3). El C- no presenté hemolisis detectable y el C+ present6 100 % de hemolisis (datos no mostrados
en el grafico).
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Grafico 3. Evaluacion de la proteccion de KalH mediante el método de hemolisis inducida por AAPH. Valores presentados como la
Media + DE (p < 0.05).
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4. Discusion

Hoy en dia, se han realizado varios estudios para encontrar nuevas fuentes de compuestos para tratar enfermeda-
des que afectan al hombre; sin embargo, las parasitosis se encuentran entre las enfermedades mas olvidadas ya que el
desarrollo de nuevas terapias y medicamentos ha recibido muy poca atencién. En este estudio, el papel de las hojas K.
daigremontiana contra trofozoitos de E. histolytica y T. vaginalis mostro que los extractos exhiben efecto en contra de la
viabilidad de ambos parasitos. En este estudio, el papel de las hojas K. daigremontiana sobre la viavulidad de E. histolytica
y T. vaginalis mostrd que el extracto exhibe un efecto en contra de la viabilidad de los parasitos de forma dependiente
del tiempo de exposicion y de la dosis evaluada (Fig. 1), ademas de una baja citotoxicidad (Fig. 2) segtn el criterio
reportado por Lopez-Villarreal et al., en 2022 para productos naturales, lo que le brinda un valor agregado al uso de esta
planta (Lopez-Villarreal et al., 2022). Estos resultados eran los esperados debido a los diferentes componentes en la
planta detectados en el analisis fitoquimico, como lo son compuestos polifendlicos, saponinas y flavonoides entre otros
(Tabla 1), pueden potencializar el efecto en contra de distintos agentes etioldgicos (Boyko, Kabar and Brygadyrenko,
2020).

Los presentes hallazgos estan en la misma linea de estudios previos que muestran que el grupo de las plantas
pertenecientes al género Kalanchoe poseen diferentes actividades biologicas tanto in-vitro como in-vivo (Costa et al., 2008;
Elizondo-Luévano et al., 2021). Lo anterior respecto a los diferentes metabolitos presentes en extractos de plantas me-
dicinales en contra de algunos protozoarios, debido a que existen casos en los cuales se puede presentar resistencia por
parte de los protozoos o reacciones de hipersensibilidad a los nitroimidazoles, siendo las plantas y sus metabolitos como
alternativa en el tratamiento de las parasitosis (Mehriardestani et al., 2017).

En este estudio, se prepard un extracto metanolico a partir de hojas secas trituradas con el objetivo de obtener la
mayor variedad de moléculas con diferentes polaridades. Este proceso se llevé a cabo mediante maceracion para pre-
servar la integridad de las moléculas, evitando la exposicion al calor y la luz (Velazquez-Dominguez et al., 2013). Se
logré un rendimiento del 13 % (Tabla 1). El extracto mostrd respuestas positivas para Ins, Qn, Tri, Gp. Fn, Spo, Fla 'y
Carb. Estos hallazgos coinciden con estudios anteriores que han informado sobre la presencia de triterpenos, fenoles,
carbohidratos y flavonoides en plantas del mismo género, destacando la presencia de flavonoides del grupo de los
quercetinoides (Fiirer et al., 2016). Sin embargo, es importante tener en consideracion que estos metabolitos pueden
variar dependiendo de la zona de cosecha o zona geografica (Escalada, Brumovsky and Hartwig, 2011).

Para tener los parasitos metabolicamente estables (Pires-Santos, Santana-Anjos and Vannier-Santos, 2012); las eva-
luaciones biologicas se llevaron a cabo en la fase logaritmica. Los bioensayos revelaron la capacidad del extracto meta-
nolico KalH para inhibir el crecimiento de los trofozoitos de ambos parasitos in vitro. Como se ilustra en la figura 1, el
porcentaje de inhibicion aumenta con la concentracion del extracto, mostrando un comportamiento dosis-respuesta. A
una concentracion de 500 ug/mL, la viabilidad fue inferior al 4 % y disminuyd progresivamente en ambos casos. La
determinacién de la DL50 revel6 que KalH tiene una DL50 de 71 y 105.3 pg/mL, respectivamente (Tabla 2), mientras
que el metronidazol muestra una DL50 de 0.17 y 0.09 ug/mL, respectivamente. A pesar de la falta de reportes sobre el
uso de extractos de K. daigremontiana contra los parasitos estudiados, existen investigaciones que evaltian extractos de
esta familia de plantas frente a otros microorganismos y virus, incluyendo parasitos como Bombyx mori, Leishmania ama-
zonenis y L. chagasi (Costa et al., 2008; El Abdellaoui et al., 2010). Estos estudios informan sobre extractos crudos con
concentraciones letales de 500 pug/mL, 400 pg/mL y 16 pg/mL, respectivamente.

La evaluacion de la hemdlisis causada por extractos se ha utilizado para examinar la posible actividad téxica de
materiales vegetales en los glébulos rojos; en la presente investigacion, se determino la toxicidad de KalH en concen-
traciones de 100 a 1000 pg/mL. Como se muestra en la figura 2, el extracto no demostr6 una toxicidad elevada, regis-
trando alrededor del 7.4 % a 1000 pug/mL, lo que sugiere que KalH posee una toxicidad minima o nula (Lépez-Villarreal
et al., 2022). El radical AAPH, al reaccionar con el oxigeno molecular, genera radicales peroxilo que, al entrar en contacto
con los eritrocitos, afectan sus membranas plasmaticas desencadenando la hemdlisis (Shiva Shankar Reddy et al., 2007;
Chisté et al., 2014). Esta prueba se ha convertido en un modelo ampliamente empleado para estudiar el comportamiento
de las membranas eritrocitarias. Ademas, este modelo se ha utilizado para determinar la capacidad inhibitoria de radi-
cales libres de ciertos antioxidantes (Pieroni et al., 2011).

En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que los polifenoles juegan un rol en la resistencia al estrés oxidativo
(Sandner, Heckmann and Weghuber, 2020). Ademas, se ha sugerido que polifenoles y flavonoides, pueden distribuirse
en las membranas celulares debido a su naturaleza anfipatica. Esta distribucion conlleva a una restriccion en la fluidez
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de dichas membranas, lo que obstaculiza la difusién estérica de los radicales libres, disminuyendo asi la cinética de las
reacciones de oxidacién (Chaudhuri et al., 2007).

Por ello, si se considera por un lado que el extracto de K. daigremontiana no provocd hemolisis significativa y por
otro, que no presentd proteccion sobre la membrana plasmatica de estas células eucariotas, aunado al hecho de que el
extracto provoca la inhibicién del crecimiento de protozoarios dependiente de la dosis, se pude sugerir que dicha accién
bioldgica no se ejerce a nivel de la membrana plasmatica y que el principio activo debe ser absorbido y dentro de la
célula pudiera presentar un receptor (Halliwell and Gutteridge, 1990). Se ha sugerido que ciertos polifenoles interaccio-
nan con el ADN por intercalacién impidiendo la correcta replicacion provocando la muerte celular (Alam, Bristi and
Rafiquzzaman, 2013).

Los productos naturales son una fuente prometedora de moléculas activas (Tienda-Vazquez et al., 2023). Este estu-
dio presenta resultados preliminares sobre la actividad del extracto metanoélico de K. daigremontiana contra los parasitos
E. histolytica y T. vaginalis. Se sugiere realizar mas ensayos para evaluar los fitometabolitos principales de K. daigremon-
tiana, ya que la evaluacion dirigida de extractos particionados puede revelar una mayor actividad bioldgica (Bazaldta-
Rodriguez et al., 2021). Ademas, considerando el comportamiento dosis-respuesta obtenido, se presume la presencia de
metabolitos en K. daigremontiana que podrian inhibir el crecimiento de varios protozoarios, tales como la quercetina y
quercitrina presentes en el género Kalanchoe, que han mostrado actividad leishmanicida (Muzitano et al., 2006).
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