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Resumen

Estudios previos enfocados a la busqueda de alternativas antivirales naturales,
identificaron que extractos metandlicos de Caesalpinia yucatanensis, planta endémica de
la Peninsula de Yucatén, presentaron actividad antiviral contra el virus de la influenza A
(HIN1) a nivel cotratamiento (entrada viral), sugiriendo una posible interferencia con la
hemaglutinina viral. Tomando en cuenta que la concentracion de los metabolitos
secundarios en plantas esta sujeta a las condiciones ambientales del sitio de colecta, en
el presente trabajo se plante6 como objetivo principal, caracterizar los componentes
antihemaglutinina y determinar su presencia y abundancia en extractos de hoja de C.
yucatanensis colectadas en época de seca y lluvias en tres localidades del estado de
Yucatan, México. Las muestras se colectaron en los municipios de Yaxcaba, Oxkutzcab y
Sierra Papacal de noviembre a enero de 2018 (época de secas), y de Julio a agosto de
2019 (época de lluvias), siendo un total de 18 individuos, 3 por cada sitio y época de
colecta. Las muestras fueron extraidas con metanol y particionadas individualmente
obteniéndose los respectivos extractos de hexano y acetonitrilo/metanol. Cada extracto
fue analizado por CG/EM y HPLC obteniéndose los respectivos perfiles cromatogréficos.
Por otra parte, para el aislamiento e identificacién de los componentes activos, se realizé
un fraccionamiento biodirigido de cantidades mayoritarias de extracto metandlico
empleando el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién. Con el empleo de distintas
técnicas cromatograficas asi como de identificacion estructural, se logré el aislamiento e
identificacion de 5-hidroxi-7-metoxy-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-4H-cromen-4-ona, una flavona
reportada por primera vez en el género Caesalpinnia. La localizacion de la flavona en los
extractos de ACN de las distintas colectas, se realizé por CG/EM empleando el compuesto en
cuestion como estandar. Como resultado se encontré que las muestras colectadas en las
localidades de Yaxcabd y Sierra Papacal presentaron mayores porcentajes de area de éste
metabolito durante la época de secas, no asi las colectadas en las localidades de Oxkutzcab
durante la misma época. Se sugiere que factores ambientales (temperatura y/o humedad)

juegan un papel importante en la biosintesis de este metabolito activo.



Summary

Previous studies focused on the search for natural antiviral alternatives identified that
methanolic extracts of Caesalpinia yucatanensis, an endemic plant of the Yucatan
Peninsula, presented antiviral activity against the influenza A (H1N1) virus at the
cotreatment level (viral entry), suggesting a possible interference with viral hemagglutinin.
Taking into account that the concentration of secondary metabolites in plants is subject to
the environmental conditions of the collection site, the main objective of the present work
was to characterize the anti-haemagglutinin components and determine their presence
and abundance in extracts of C. yucatanensis collected in the dry and rainy season in
three locations in Caesalpinnia the state of Yucatén, Mexico. The samples were collected
in the municipalities of Yaxcabd, Oxkutzcab and Sierra Papacal from November to
January 2018 (dry season), and from July to August 2019 (rainy season), for a total of 18
individuals, 3 for each site and collection time. The samples were extracted with methanol
and individually partitioned, obtaining the respective extracts of hexane and acetonitrile /
methanol. Each extract was analyzed by GC / MS and HPLC, obtaining the respective
chromatographic profiles. On the other hand, for the isolation and identification of the
active components, a biodirected fractionation of major quantities of methanolic extract
was carried out using the hemagglutination inhibition test. With the use of different
chromatographic techniqgues as well as structural identification, the isolation and
identification of 5-hydroxy-7-methoxy-2- (3,4,5-trimethoxyphenyl) -4H-chromen-4-one, a
flavone, was achieved reported for the first time in the genus. The localization of the
flavone in the ACN extracts of the different collections was carried out by GC / MS using
the compound in question as a standard. As a result, it was found that the samples
collected in the localities of Yaxcab& and Sierra Papacal presented higher percentages of
area of this metabolite during the dry season, not so those collected in the localities of
Oxkutzcab during the same time. It is suggested that environmental factors (temperature

and / or humidity) play an important role in the biosynthesis of this active metabolite.



CAPITULO | PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO
1. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad el hombre ha utilizado las plantas como medicamentos naturales
para el alivio de diversas enfermedades, situacion que ha continuado hasta nuestros dias,
a pesar de todos los adelantos de la medicina moderna, la farmacéutica y de las ciencias
en general (Mitre y Camacho 2013). En el mercado mundial, el 50% de las plantas son
usadas en alimentacion humana, 25% en cosmeética, 20% en la industria farmacéutica y
un 5% en otros rubros (Salvador et al., 2003). La produccién proviene principalmente de
paises en desarrollo (América Africa y Asia), y se dirige a los paises desarrollados: EEUU
de Norteamérica y Japén (Cafiigueral et al., 2003). El empleo de algunas plantas con fines
terapéuticos son un indicio del gran interés e importancia de las plantas medicinales
(Carrillo et al., 2007).

Las plantas son laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de
sustancias quimicas, de hecho, se les considera como la fuente de compuestos quimicos
mas importante que existe. Un gran porcentaje de los principios activos que contienen
esta comprendido dentro de los llamados metabolitos secundarios (MS), que son
compuestos quimicos de estructuras relativamente complejas y de distribucion restringida.
Los MS de las plantas son una variedad util de productos naturales no solo para la planta,
sino que también poseen gran valor comercial por los distintos usos que se les atribuyen.
Los metabolitos secundarios se utilizan cada vez més en la medicina como tratamientos
alternativos a los medicamentos sintéticos y como aditivos alimentarios con fines

terapéuticos, aromaticos y culinarios.

Diversos factores genéticos, ontogénicos, morfogenéticos y ambientales pueden influir en
la biosintesis y la acumulacion de metabolitos (Yang et al., 2018).La sintesis y
acumulaciéon de componentes fitoquimicos depende criticamente de las condiciones
ambientales. Para la mayoria de las plantas, los factores o variables externas (luz,
temperatura, agua del suelo, fertiidad y salinidad del suelo) pueden afectar
significativamente algunos procesos asociados con el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, incluso su capacidad para sintetizar MS, lo que eventualmente conduce al cambio

general de perfiles fitoquimicos que juegan un papel estratégico en la producciéon de



sustancias bioactivas (Verma et al., 2015; Ferrandino et al., 2013). La determinacién de
los factores que favorecen un aumento o disminucion en las concentraciones de MS
activos, es de especial interés para la seleccion de especies altamente productoras para

su explotacion biotecnoldgica.

Caesalpinnia yucatanensis (Briton & Rose) Grenm es una planta endémica de la
peninsula de Yucatan perteneciente a la familia de las leguminosas, la cual ha mostrado
actividad antiviral contra el virus de influenza A. En un monitoreo aleatorio de extractos
vegetales de la flora peninsular, se encontré que fracciones de hojas de C. yucatanensis
mostraron una concentracion citotéxica media (ICso) menor a 0.78 pg/mL en el ensayo de
reduccion de efecto citopatico, asi como alta selectividad. Dicha actividad se observé a
nivel co-tratamiento o sea a nivel de entrada viral sugiriendo una posible interaccion con la
hemaglutinina viral, glicoproteina de superficie viral responsable del ingreso e infeccién de
a la célula huésped. Hasta el momento, se desconoce el o los compuestos responsables
de la actividad antiviral, asi también, se desconoce si la concentracion de éstos
compuestos pudiera estar influida por factores ambientales imperantes en los distintos
sitios de localizacion de ésta especie.

Con base en lo anterior y dada la importancia que representa C. yucatanensis como
fuente de compuestos con actividad antiviral, se plante6 como objetivo de éste trabajo
aislar e identificar los metabolitos responsables de la actividad antiviral contra el virus de
influenza AH1N1pdm 2009, asi como determinar su presencia y abundancia en

poblaciones naturales de esta especie en distintas regiones de la Peninsula de Yucatan.



1.1  ANTECEDENTES GENERALES
1.1.1 Metabolitos secundarios de las plantas

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones de
estrés bidtico y abidtico (Arceo et al., 2003). Para defenderse del dafio ocasionado por la
herida y el ataque por insectos o0 microrganismos patdgenos, las plantas sintetizan
enzimas que degradan la pared celular de microrganismos o que tienen la capacidad de
inactivar téxicos de origen microbiano. La composicién y la estructura de la pared celular
vegetal también cambian, formando una barrera mas rigida y menos digerible para
insectos. Estas respuestas de defensa a su vez, se combinan con el desarrollo de
estructuras contra sus depredadores, tales como las espinas, las espigas, los tricomas y
los pelos glandulares. Asi mismo y como parte de la proteccién quimica, otra estrategia de
defensa utilizada por las plantas es la producciéon de MS (Croteau et al., 2000).

Los MS son compuestos de bajo peso molecular que no solamente tienen una gran
importancia ecolégica porque participan en los procesos de adaptacion de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la
atraccion de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que
también, una sintesis activa de MS se induce cuando las plantas son expuestas a
condiciones adversas tales como: a) el consumo por herbivoros (artrépodos y
vertebrados), b) el ataque por microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la
competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies
de plantas y d) la exposicién a la luz solar u otros tipos de estrés abiotico (Figura 1.1)
(Sepulveda et al., 2004). Los MS presentes en el reino vegetal pueden dividirse en tres
grupos mayoritarios basados en su ruta de biosintesis: compuestos nitrogenados
(glicésidos cianogénicos, alcaloides y glucosinolatos), compuestos fendlicos (flavonoides,
guinonas, fenilpropanoides) y terpenos (isoprenoides) (Fang et al., 2011). Los MS de las
plantas ofrecen un potencial interesante para aplicaciones farmacoldgicas en las que
pueden servir como farmacos en ensayos clinicos para el tratamiento de diversas
enfermedades (Avalos et al., 2009) (Van WyK et al., 2015). En las ultimas dos décadas,

los productos naturales han sido el objetivo de muchas investigaciones, y el uso directo de



estos productos se ha fomentado en las industrias farmacéutica y agricola (Sarker et al.,
2006; Russell et al., 2006). Los efectos secundarios de los medicamentos quimicos han

llevado a prestar mas atencién a las plantas medicinales (Niazian et al., 2019).
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Figura 1.1 Eventos en los cuales, los metabolitos secundarios se inducen durante la respuesta de

defensa de las plantas (Sepulveda, 2004)
1.1.2 Factores que afectan la produccién de metabolitos secundarios en plantas

El contenido de los varios tipos de MS esta influenciado por el genotipo de la planta (la
especie y la variedad), las caracteristicas ambientales como la radiacién solar (Carvalho
et al., 2010) y la disponibilidad de agua, la velocidad de crecimiento, la madurez, la
condicion nutricional del suelo, la depredacion y las enfermedades (Waterman y Mole,
1994). Acorde a esto Valares Masa en el 2011 indicé que las condiciones ambientales
como el déficit de agua y de nutrientes pueden reducir el crecimiento de las plantas y la
velocidad fotosintética. En tales condiciones, carbohidratos no estructurales tienden a ser
acumulados y pueden explicar el aumento de sintesis de sustancias de defensa basadas

en carbono pertenecientes al metabolismo secundario.

Los MS pueden variar también de acuerdo al tipo de 6rgano vegetal que se trate o de la
edad de la planta. Por ejemplo, el contenido de saponinas en la especie Panax

notoginseng es mayor en las raices de especies de 3 afios de edad que en raices de



plantas mas jovenes (Hong et al., 2005); por el contrario, el contenido de terpenos en
Colonopsis pilosula decrece conforme la especie es mas vieja (Zhu et al., 2014). En
plantas perenes maderables el contenido de MS puede incrementarse con la edad, o bien

detenerse, e incrementarse de nuevo hasta cierto grado (Geng et al., 2011).

Las hojas son el érgano principal en donde se realiza la fotosintesis, asi como constituyen
uno de los lugares de almacenamiento de MS, los cuales pueden estar influenciados por
la edad de las hojas, época de colecta y estado de crecimiento de la especie. Por
ejemplo, en el aceite esencial obtenido de las hojas de Cinnamomum verum, la sintesis y
acumulacién de eugenol es alta en hojas jévenes de un afio de edad (Li et al., 2016). Asi
también, en las hojas, la presencia de estructuras secretoras, glandulas o tricomas son los
principales sitios en donde los MS se acumulan en mayor concentracion (Figueiredo et al.,
2002).

Por otra parte, factores abiéticos pueden influir negativa o positivamente en la produccion
de MS (Verma and Shukla, 2015). Por ejemplo, una radiaciéon excesiva puede inactivar la
fotosintesis en los cloroplastos y causar fotoinhibicién y reduccion del crecimiento en las
plantas (Szymanska et al., 2017). En algunos casos, una alta irradiacion puede estimular
el crecimiento vegetal y la acumulacién de MS, por ejemplo, la acumulacién del flavonoide
glicosidico escutelaria fue alto en hojas expuestas a la luz que en hojas en la sombra en
la especie Erigeron breviscapus (Zhou et al., 2016). Por el contrario, hojas con luz parcial
de la especie Flourencia cernua presentaron mayor contenido de terpenos que las
expuestas a luz directa (Estell et al.,, 2016). Por lo tanto, la intensidad de la luz y el

fotoperiodo presentan diferentes efectos en la produccion de MS en diferentes plantas.

Asi también, el crecimiento vegetal esta directamente ligado a los rangos de temperatura
a que la planta esté expuesta y por ende pueden afectar la produccién de MS. Los MS
pueden también incrementarse o disminuir su produccién bajo distintos rangos de
temperatura, y esto depende de la especie que se trate, asi como de multiples factores

fisiolégicos como bioquimicos (Li et al., 2016b).

El estrés por sequia también juega un papel importante en la produccién de MS en
plantas, pues esta relacionado con decremento de la absorcion de agua que influye

negativamente en varios procesos fisiologicos alterando la biosintesis de MS (Ashrafia et



al., 2018). Por ejemplo, se ha reportado que el contenido de flavonoides y compuestos
fendlicos es elevado en condiciones de sequia severa en plantas (Azhar et al., 2011). La
elevacién de compuestos fendlicos y flavonoides estad altamente relacionada entre el
balance de las fuentes de carbohidratos y su decremento. Se ha reportado que la
acumulacién de carbohidratos solubles en las células vegetales se afecta por el
decremento de su transportacién en plantas bajo sequia severa (Jaafar et al., 2012).
Algunas veces el estrés por sequia puede inducirse para la sobreproduccién de MS, como
por ejemplo en Hypericum brasiliensis, en donde bajo condiciones de estrés hidrico, se
elevan las concentraciones de MS como rutin, quercetin y 4cido betulinico (Verma and
Shukla, 2015). Otros ejemplos de incremento en la produccién de MS por estrés por
sequia se reportan para especies del género Artemisia, Labisia pumila, Scutellaria
baicalensis, entre otras especies (Verma and Shukla; Jaafar et al., 2012; Chen et al.,
2018).

1.1.3 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son aquellas que contienen, en alguno de sus 6rganos, principios
activos con algun efecto farmacoldgico. En la actualidad se calcula unas 260, 000
especies de plantas a nivel mundial, de las que el 10 % se puede considerar medicinal.
Segun la clasificacion de tratados médicos de fitoterapia, en épocas modernas y pasadas,
las regiones tropicales son favorecidas por una mayor proporcidn de especies

medicinales, teniendo en cuenta que todavia no se conoce la totalidad de la flora vegetal.

La identificaciébn del valor curativo de las plantas ha provenido generalmente de la
informacién proporcionada por el uso de la medicina tradicional, que igualmente ha sido la
fuente para la investigacion fitoquimica (Reyes et al., 2010). Los compuestos derivados de
plantas contindan influyendo en el descubrimiento de farmacos (Sameiyan et al., 2019). El
mercado mundial de plantas medicinales y medicamentos derivados de plantas en 2015
se estimd en 25, 6 mil millones de délares y se espera que aumente a 35,4 mil millones de
dolares en 2020 (Castro et al., 2017).



Cuadro 1.1 Ejemplos de compuestos derivados de plantas con accion terapéutica (Barquero,
2007)

Compuestos Accidn terapéutica  Planta

Acetildogoxina  Tdnico cardiaco Digitalis lanata Ehth.

Aescina Anti-inflamatorio Aesculus hippocastanum L.

Aesculetina Antidisentérico Fraxinus rhynchophylla Hance
Ajmalicina Antihipertensivo Rauvolfia serpentina (L.) Benth ex. Kurz
Anisodomina Anticolinérgico Anisodus tanguticus (Maxim.) Pascher
Anisodina Anticolinérgico Anijsodus tanguticus (Maxim.) Pascher
Arecolina Antihelmintico Areca catechu L.

Las plantas son laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de
sustancias quimicas, de hecho, se les considera como la fuente de compuestos quimicos
mas importante que existe. Un gran porcentaje de los principios activos esta comprendido
dentro de los llamados productos naturales o MS, que son compuestos quimicos de
estructuras relativamente complejas y de distribucién restringida. Entre estos metabolitos
son comunes aguellos con funciones defensivas contra insectos, bacterias, hongos, como
son los alcaloides, aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides, cumarinas,

quinonas, taninos y terpenoides.

Se ha demostrado que existe gran variacién en cuanto a la concentracion de estos en la
planta, no hay un patron de maxima producciéon ni 6rganos especiales de almacenaje de
MS, sin embargo, lo comin es que las mayores concentraciones de estos tipos de

compuestos se encuentren en hojas, flores y semillas (Martinez et al., 2012).



1.1.4 Genero Caesalpinia

Este género comprende mas de 500 especies de &rboles y arbustos tropicales y
subtropicales (Mabberley et al., 2008) los cuales han sido reportados con diversas
propiedades bioldgicas tales como antioxidantes (Saenjum et al., 2010) (Batubara et al.,
2010), antimicrobianas, antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas (Wang et al., 2011)

(Nakamura et al., 2002) y analgésicas

Las especies de genero Caesalpinia han sido ampliamente estudiadas no solamente en
cuanto a su composicién quimica si no en las muchas actividades bioldgicas relacionadas
a sus componentes. En este género se ha reportado el aislamiento de flavonoides (Islas
et al., 2011) relacionados con actividad antiviral significativa (Chiang et al., 2003),
antioxidante (Islas et al., 2011; Novia et al., 2018), analgésica (Baldim et al., 2012), y
antitumoral (Gallego, 2016) entre otras. Se han reportado aislamientos de triterpenos con
actividad antibacteriana (Baldim et al., 2012), diterpenos con actividad antipaltdicas y
anti-inflamatoria (Bello, 2016), polifenoles con actividad antitumoral (Castafieda, 2012), al
igual que la presencia de otros compuestos como cumarinas, taninos y saponinas
(Yhasminie, 2019). Especies como C. decapetala presentan compuestos con actividad
antitumoral contra la linea celular MGC-803 (cancer gastrico), tales como emodina,
baicalin y apigenina, asi como compuestos con efectiva actividad antiradicalaria frente al
radical DPPH como rutina, quercetina, baicalin e incluso comparable con el acido
ascorbico (Wei et al., 2013).

De acuerdo a los estudios realizados hasta la actualidad, los componentes quimicos del
genero Caesalpinia son mas de 280. Entre ellos se puede encontrar diterpenos,
triterpenos, flavonoides, fenoles aromaticos y fenilpropanoides (Wei et al., 2013). Los

diterpenos son los componentes predominantes en el género Caesalpinia (Gallego, 2016).
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1.1.5 Caesalpinia yucatanensis (Britton & Rose) Greenm

Caesalpinia yucatanensis es una planta medicinal encontrada al sur de México, en la
Peninsula de Yucatdn, Chiapas, Michoacan y Tabasco (lbarra-Manriquez, 2002),
conocida en maya como taa K'in che. C. yucatanensis forma parte de la familia de las
Fabaceas subfamilia Caesalpiniaceae (Ulibarri, 2008; Gasson et al., 2009). C.
yucatanensis se consume comunmente (flores y hojas) como bebidas herbales
tradicionales (Toegel et al., 2012). Entre los usos medicinales reportados para ésta
especie se reporta su uso tradicional para el tratamiento de fiebre, dolor de cabeza diarrea
y falta de suefio (Méndez et al., 2014).

C. yucatanensis es un arbusto o arbol de 9 -10 m de altura. El tronco crece hasta 25 cm
de didmetro. Las hojas son alternas oblongas a ovales, 2 - 3.5 cm de largo, usualmente
brillantes, mas claras en el reverso. La inflorescencia es racémica a holgada, de 5 a 35
cm de largo. Los tallos de las flores miden 1.5 - 2 cm de largo; el caliz esta cubierto con
capullos, las hojas del caliz son libres, ovadas, de 8 a 10 mm de largo; Las coronas son
elipticas a obovadas, 1 - 1.5 cm de largo, amarillas, con manchas naranjas (Figura 1.5). El
pistilo es Unico. La vaina es a menudo mas bien hoz, 6 - 12 cm de largoy 2 - 2.5 cm de

ancho.
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Figura 1.2 Caesalpinia yucatanensis (Britton & Rose) Greenm

En estudios previos de evaluacién antiviral de extractos vegetales de la peninsula de
Yucatan realizados por el grupo de la Dra. Rocio Borges Argaez del Centro de
Investigacién Cientifica de Yucatan en colaboracion con el grupo de la Dra. Guadalupe
Ayora Talavera del departamento de Virologia de CIR Hideyo Noguchi, de la Universidad
Auténoma de Yucatan se determind que el extracto metandlico de hojas de C.
yucatanensis present6 efecto inhibitorio contra el virus de influenza AH1IN1pdm 2009
empleando el ensayo de reduccion del efecto citopatico a nivel cotratamiento (entrada
viral), con un ICsy de 6.25 pg/mL y altos indices de selectividad. El fraccionamiento
biodirigido mediante cromatografia liquida al vacio (CLV) del extracto metandlico de hojas
permitié seleccionar las fracciones AV4 y AV5, las fracciones de mayor polaridad o

hidrofilicas (ver cuadro 1.2), como las mas activas (Cetina Montejo, 2012).
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Cuadro 1.2 Efecto antiviral de las fracciones de C. yucatanensis contra el virus de Influenza A

durante el cotratamiento (Cetina Montejo, 2012)

AlYucatan/2370/09 A/México/InDRE797/10

MOI:0.01 MOI:0.001
) ICs0 ICs0
FRACCION IS IS
(pg/mL) (pg/mL)
AV1 >25 4 >25 4
AV2 >25 4 8.01 12.48
AV3 >25 4 >25 4
’ AV4 | <0.195 | 48.51 | <0.195 | 48.51 ‘
AV5 <0.195 368.97 <0.195 368.97
| AV6 | 2.57 29.8 <0.78 98.21 |

ICso: Concentracion inhibitoria media.
IS: Indice de selectividad. 1S; CCso/ICso
MOI: Multiplicidad de infeccion, siglas en inglés

AV1-AV6 Extractos de hoja obtenidos por cromatografia liquida a vacio (CLV). Los indicados en

negro presentaron los menores valores de ICso

Estudios posteriores de fraccionamiento biodirigido de extracto metandlico de hojas
(Cuadro 1.3) confirmé nuevamente la actividad antiviral de las fracciones polares contra la
cepa viral de influenza AH1N1pdm2009. Sin embargo, hasta el momento no se han
purificado ni identificado los responsables de éste efecto inhibitorio, uno de los objetivos

del presente trabajo.
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Cuadro 1.3 Efecto antiviral de las fracciones de C. yucatanensis de hoja contra el virus de

Influenza A durante el co-tratamiento.

A/Yucatan/2370/09
MOI:0.001
FRACCION IC50 FRACCION A/Yucatan/2370/09
(ng/mL) MOI:0.001

IC50
(ng/mL)

CYH-1 >6.25 CYH-473 AcoEt 0.11

CYH-2 >6.25 CYH-473 H20 >12.5

CYH-3 >0.195 cyH-473 AC1  =--—---

CYH-8 >0.71 cyH-473 AC2 e

CYH-9 >6.25 cyH-473 AC3 e

CYH-4 >0.195 cyH-473 AC4 =--—---

CYH 4-1 >0.53 cyH-473 AC5 =1.16

CYH-418 >0.195 cyH-473 AC6  =—-—--
CYH-425 >1.09 cyH-473 ACA  3.16
CYH-432 >1.31 cyH-438 >6.25
CYH-473 ACB  =----- cyH-473 ACC  =------
CYH-446 >0.195 cyH-473 ACD  =-----
CYH-455 >4.15 cyH-473 ACE.F  =------
CYH-461 >3.70 cyH-473 ACG  1.38
CYH-75 >2.42 cyH-473 ACH.I  =------
CYH-473 >0.195

ICso: Concentracion inhibitoria media.
MOI: Multiplicidad de infeccion, siglas en inglés

CYH: Fracciones obtenidas de extracto de hojas de C. yucatanensis
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1.1.6 Virus de la influenza

La influenza es una infeccidn viral aguda de las vias respiratorias, altamente contagiosa,
que puede afectar la mucosa nasal, la faringea, bronquios y en ocasiones hasta los
alvéolos pulmonares. Esta infeccién puede tener un comportamiento endémico, epidémico
o de una pandemia. Los sintomas son parecidos a los del catarro comun o resfriado; sin
embargo, los sintomas son mas graves y su inicio es generalmente abrupto. El cuadro
clinico de la influenza puede variar, observandose desde un cuadro febril agudo leve
hasta una infeccibn pulmonar y, en ocasiones, asociarse a complicaciones graves.
(Solérzano et al., 2009). En ocasiones se utiliza en forma equivocada el término de gripe
como sinénimo, cuando en realidad se trata de casos de catarro comun o rinofaringitis. La
gripe es causada por el virus de la influenza A, B 6 C, el catarro comln es causado por
multiples virus respiratorios (rinovirus, coronavirus, adeno-virus, virus parainfluenza, entre

otros).

Los virus A y B de la influenza en seres humanos causan epidemias estacionales de la
enfermedad casi todos los inviernos en los Estados Unidos. La aparicion de un virus
nuevo y muy diferente de la influenza A con la capacidad de ocasionar infecciones en las
personas puede desencadenar una pandemia de influenza. Las infecciones de influenza
tipo C causan generalmente una enfermedad respiratoria leve y no se cree que puedan
desencadenar epidemias. Recientemente se afadié a la clasificacion los virus de
influenza D. Los virus de influenza D afectan principalmente al ganado y no se cree que

puedan causar infecciones o enfermedades en los seres humanos (CDC, 2017).

Los virus de influenza estan constituidos por una nucleocapside y una envoltura (Figura
1.3). La nucleocapside esta compuesta por el genoma viral, ARN y proteinas de
empaguetamiento, nucleoproteinas. La envoltura esta formada de una bicapa lipidica con
composicion similar a la membrana de la célula hospedera y tres proteinas
transmembranales de superficie (Figura 1.4) codificadas por el virus: hemaglutinina (HA),
neuraminidasa (NA) y la proteina M2. La HA es la proteina responsable de la union al
receptor celular y fusion de membranas; la NA es una enzima que actua sobre el receptor
y participa en la liberacién de particulas virales y finalmente la proteina M2 forma un canal
ionico. La HA y NA son glucoproteinas que definen a los subtipos virales por diferencias

antigénicas (Manjarrez, 1999).
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Figura 1.3 Representacion esquematica del virus de influenza. (Manjarrez,1999)

Los virus de influenza son virus envueltos, los tipos A y B tienen 8 segmentos de ARN y el
tipo C, tiene 7 segmentos que codifican diferentes proteinas, dos de las cuales no son
estructurales (NS) y tres son proteinas transmembranales, dos de ellas son

glucoproteinas: la HA y la NA (Manjarrez,1999)
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Figura 1.4 Modelo de la orientacion y posicién de las proteinas transmembranales HA, NAy M2 en
la membrana del virus de la influenza. (Manjarrez, 1999)

La HA es la proteina responsable de la unién al receptor celular y fusion de la membrana
y la NA es una enzima que actla sobre el receptor y participa en la liberacion de
particulas virales (Carrada., 2010), estas son las dos glicoproteinas de superficie de los
virus de la influenza A que son los objetivos de la deteccion inmunolégica. Estas
glicoproteinas son muy variables, y hasta ahora se han identificado 18 variantes HA y 11
NA (Peng et al., 2017). Los virus de influenza A pueden dividirse en diferentes subtipos.
Los subtipos actuales de virus de influenza A que se detectan en las personas son A
(HIN1) y A (H3N2). En la primavera de 2009 emergié un nuevo virus de influenza A
(HAIN1) (sitio web de los CDC sobre la influenza HIN1 2009) que comenz6 a causar
enfermedades en las personas. Este virus era muy diferente de los virus de la influenza A
(H1N1) que circulaban entre las personas en aquel momento. El nuevo virus causoé la
primera pandemia de influenza luego de mas de 40 afios de no haberse registrado
ninguna pandemia por virus de ése tipo. Ese virus (a menudo llamado "2009 H1IN1")
ahora ha reemplazado al virus HIN1 que circulaba anteriormente entre los seres
humanos (sitio web de los CDC sobre la influenza HIN1 2009).
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La influenza es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, ya
que afecta gran parte de la poblacién mundial cada afio (Toro M. et al., 2009). Los virus
de la influenza A infectan a una amplia gama de animales, incluyendo aves, cerdos y
otros mamiferos; por lo tanto, pueden llevar al desarrollo de pandemias
(Wongphatcharachai et al,.2013) (Carrasco et al.,2006). Estos virus causan epidemias
locales y continentales, o mismo que pandemias con grandes pérdidas econdmicas
debidas a los costos médicos asociados a la infeccion en los humanos, y a la morbilidad y
mortalidad de los animales afectados (Reid, 2003). El virus de la influenza fue aislado por
primera vez de los cerdos en 1930 (Smole et al., 2009) y en los humanos en 1933,
aungue se tienen registros de una enfermedad epidémica similar a la influenza descrita
por Hipocrates hace méas de 2, 000 afios. Histéricamente estos virus han sido causantes
de una alta mortalidad; se acepta que sélo la pandemia de 1918 origin6 mas muertes que
la primera guerra mundial, siendo India el pais que presentd la mayor mortalidad en la
poblacion (Reid, 2003).

En el afio 2005, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) planteé nuevos lineamientos
para el manejo de las pandemias, lo cual impulsé a las autoridades locales y nacionales a
revisar y actualizar sus planes de preparacion para posibles pandemias. La OMS y CDC
estan en constante monitoreo de casos de influenza ya que las epidemias anuales de
gripe pueden afectar gravemente a todas las poblaciones, pero el mayor riesgo
corresponde a las embarazadas, nifios de 6 a 59 meses, los ancianos, los pacientes con
enfermedades como VIH/sida, asma, neumopatias crénicas o cardiopatias cronicas, y los

profesionales sanitarios (CDC, 2017).

En el caso de la influenza tipo A, esta ha generado las pandemias mas conocidas de la
historia, lo fue en el caso de la famosa gripe espafiola en el afio de 1918, cuando adn
Europa se recuperaba de una guerra mundial, aunque no se ha registrado otra de tanta
magnitud, le siguieron otras pandemias que afectaron a un namero considerable de la
poblacién, en la Cuadro 1.4 se registran los brotes de influenza A que han causado alerta

en la poblacién.
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Cuadro 1.4 Registros importantes de los efectos del virus de la Influenza en el ser humano

ANO

SUCESO

1918-1919

Aproximadamente mas de 40 millones de muertes, dentro de las cuales la
tasa de mortalidad fue mas alta en personas menores de 50 afios. Eran los
afios en los que se creia que la influenza era causada por bacterias, por lo
gue no se contdé con herramientas para controlarla. Actualmente los

cientificos han podido clasificar al virus como cepa de influenza HIN1.

1957-1958

La influenza mantuvo una frecuencia anual después de la pandemia de
1918, pero no surgi6 un tipo de influenza nuevo y virulento hasta inicios de
1957 en China el cual se identifico que era de tipo H2N2.

1968-1969

Nuevamente en Asia surge una nueva cepa H3N2, llegando a Estados
Unidos donde aproximadamente 34,000 personas murieron

1997

La siguiente amenaza significativa que surgié con la influenza provino
nuevamente de Asia, donde un virus de influenza aviar (H5N1) infecté a

pajaros, y luego se transmitié a humanos.

2009

La dltima influenza pandémica aparecié en México asi aparecieron casos
en California y Texas, y la enfermedad continué su propagacion hacia el

norte. Los cientificos identificaron al virus como influenza HIN1

La vacunacion previene la infeccion por el virus de la influenza, asi también los

medicamentos antivirales pueden emplearse para tratar a los pacientes infectados; sin

embargo, ambas se ven obstaculizadas por la alta variabilidad de las glicoproteinas de

superficie de IAV (principalmente NA y HA) y la aparicién de cepas resistentes (Borges-

Argéez et al., 2019).
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1.1.7 Ciclo de replicacién viral

En el ciclo de replicacion de influenza estdn establecidos diversos eventos adsorcion,
penetracidn, replicacion y sintesis de proteinas, maduracion, transcripcion y liberacion, y
por ultimo ensamblaje El virus se une a receptores celulares por medio de la HA; entra por
endocitosis a la célula huésped. El pH en el endosoma es de suma importancia para que
prosiga el ciclo. El genoma de ARN segmentado de polaridad negativa se sintetiza en el
nacleo, realizandose dos tipos de transcripciones, una para ARNm poliadenilado y otra
para la sintesis del ARN gendmico de polaridad negativa.La sintesis de proteinas se
realiza en el citoplasma y las proteinas P, NS y M1 migran al nucleo celular; luego estas
proteinas migran nuevamente al citoplasma para unirse con las proteinas HA, NA y M2
que permanecen todo el tiempo en el citoplasma, se ensamblan, maduran y finalmente se

da la liberacion de las particulas (Figura 1.5). En este paso es importante la participacion

de la NA (Manjarrez, 1999).
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1.2 JUSTIFICACION

El virus de la influenza A (HLN1) representa un problema a nivel regional y mundial dado
gque ataca el sistema respiratorio del ser humano, siendo los nifios y personas mayores la
poblacion méas vulnerable, ocasionado enfermedades e incluso la muerte. Desde la
antigiiedad se han utilizado las plantas con fines medicinales para tratar enfermedades en
el ser humano aprovechando sus propiedades. Las plantas medicinales producen
metabolitos secundarios que les proporcionan actividades antimicrobianas, antivirales,
antiinflamatorias, etc. En la actualidad el avance en el conocimiento de los MS activos de
fuentes naturales es mayor debido a las nuevas tecnologias que se emplean para su
identificacion, y con base en este conocimiento se han sintetizado una serie de
medicamentos que hoy en dia utilizamos, ya sea como extracto o como ingrediente activo
de una formulacion farmacéutica. Sin embargo, ciertas enfermedades, como las virales,
constantemente demandan la busqueda de nuevos tratamientos mas efectivos y con
menos efectos secundarios, debido a la capacidad de los virus de presentar mutaciones y

con ello, resistencia a los antivirales.

Recientemente se han realizado trabajos de investigacion con plantas nativas y
endémicas de la peninsula de Yucatan en la busqueda de nuevos agentes con potencial
antiviral contra la influenza A. De este monitoreo, la especie C. yucatanensis presenté
importante actividad antiviral lo cual plantea el interés en el estudio de esta especie, que

conlleve a la elucidacion estructural de sus ingredientes activos.

Sin embargo, al ser una planta silvestre existen factores ambientales que determinan el
contenido y la cantidad de componentes activos, que pueden causar variacién en la

produccién de dichos metabolitos, asi como su actividad contra el virus.
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1.3 PREGUNTA DEL PRESENTE ESTUDIO

¢;Los cambios en las condiciones del medio ambiente en las localidades de Sierra
Papacal, Oxcutzcab, y Yaxcaba, ¢pueden generar modificaciones en la composicion y
presencia de sus ingredientes activos y como consecuencia, en la actividad antiviral de

Caesalpinnia yucatanensis contra el virus de la influenza tipo A HLN1pdm 20097

14 HIPOTESIS

La variacion de condiciones ambientales (Temperatura-Humedad) de tres poblaciones de
Caesalpinia yucatanensis genera cambios en la actividad anti-hemaglutinina y en la
concentracion de los metabolitos activos de esta especie contra el virus de la influenza
tipo A (HIN1).

15 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la variabilidad espacio-temporal en la produccién y actividad antiviral de
metabolitos secundarios aislados en hojas de diferentes poblaciones de Caesalpinnia

yucatanensis de la peninsula de Yucatan

1.5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar los componentes anti-hemaglutinina presentes en hojas de C.
yucatanensis mediante un enfoque biodirigido empleando el ensayo de inhibicién

de la hemaglutinacion del virus de influenza a HIN1.
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o Emplear el o los componentes activos como marcadores quimicos y determinar su

presencia 0 ausencia en ejemplares vegetales colectados en distinta época y
localidad del estado de Yucatan utilizando CG/EM.

1.6 ESTRATEGIA METODOLOGICA.

La figura 1.6 muestra la estrategia

metodoldgica planteada en el presente trabajo.

Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinaciéon (HA) se realizaron a la par del

analisis de muestras de los distintos sitios de colecta

Colecta de Material Vegetal
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Figura 1.6 Diagrama de flujo de la estrategia experimental
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CAPITULO Il. COLECTA, EXTRACCION Y PERFIL QUIMICO DE EXTRACTOS
DE HOJAS DE Caesalpinnia yucatanensis (Britton & Rose) Greenm

2.1 INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes en la produccion de plantas medicinales es
alcanzar altos rendimientos de material vegetal y elevados contenidos de principios
activos, lo que depende tanto de factores internos de la planta como son aquellos
relacionados con el adecuado crecimiento de la especie en cuestion, los referidos a la
recoleccion y conjuntamente también las condiciones climéticas, pues como seres Vvivos
que son, las plantas estdn en constante interaccion con el medio que las rodea;
esencialmente el clima influye en un momento determinado en su crecimiento y desarrollo

y en especial en la produccién de sus metabolitos secundarios (Lérida Acosta, 2003)

Caesalpinnia yucatanensis es una especie vegetal que ya ha sido estudiada
anteriormente, sin embargo, no se ha encontrado en la literatura reportes fitoquimicos que
nos indiquen su composicidon quimica, aunque existen reportes sobre la fitoquimica del
género Caesalpinnia. En C. melanadenia se ha reportado la presencia de flavonoides,
alcaloides, diterpenos, triterpenos y quinonas, con actividad biologica (Pichardo et al.,
2013). C. granadillo se utiliza en Venezuela como arbol forrajero y se han aislado
flavonoides, cumarinas, quinonas y fenoles (Pizzani et al., 2006). C. echinata es una
especie bastante estudiada en la medicina popular donde se usa como cicatrizante y
astringente, en ella se han aislado flavonoides, terpenos y esteroides (Islas et al., 2011).
Como podemos ver la fitoquimica del género ha sido ampliamente estudiada y se
conocen un gran numero de metabolitos aislados del género con distintas actividades
biol6gicas reportadas como antioxidantes (Saenjum et al., 2010) (Batubara et al., 2010),
antimicrobianas (Callohuari et al., 2017), antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas
(Wang et al. 2011) (Nakamura et al., 2002) y analgésicas (Karine et al., 2018) (Toegel et
al., 2012). En el caso de C. yucatanensis se reporta su uso tradicional para el tratamiento

de fiebre, dolor de cabeza, diarrea y falta de suefio (Méndez et al., 2014).

Por lo anterior, en éste capitulo se describen los andlisis del perfil de componentes
presentes en los distintos especimenes colectados en los sitios y épocas de colecta, asi

tambien se presentardn los resultados obtenidos del rendimiento de las colectas
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realizadas, y se discutiran los datos obtenidos de los perfiles de HPLC y CG/EM con miras
al conocimiento de los componentes presentes en ésta especie de estudio y su relacién

con la temperatura y humedad imperantes en cada sitio de colecta.
2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Materiales y reactivos

En el desarrollo del trabajo experimental se emplearon disolventes grado técnico
destilados en el laboratorio. Las hojas fueron molidas en una licuadora industrial
marca...La eliminacién del disolvente del extracto metandlico y de las obtenidas por
particion liquido/liquido con hexano y acetonitrilo se realiz6 en un evaporador rotatorio
Buchi R-151. Las muestras se pesaron en una balanza analitica OAHUS PA 114 C. Para
el andlisis por HPLC se emplearon disolventes grado HPLC obtenidos comercialmente.

2.2.2 Colecta del material vegetal

El material vegetal se colect6 en tres sitios de la peninsula de Yucatan: Oxkutzcab, Sierra
Papacal y Yaxcaba. Los datos de temperatura y humedad relativa de cada sitio de colecta
fueron proporcionados por el Bidlogo Francisco Chi May de la unidad de recursos
naturales del CICY. El municipio de Oxkutzcab se localiza en la region sur del Estado,
ocupando una superficie de 512.23 Km? situandose entre las coordenadas 20°21" latitud
norte y 89°22" longitud oeste, posee una altitud sobre el nivel del mar de 33 metros.
(INEGI 2010). El clima en toda la regién es célido-subhimedo, presenta una temperatura
media anual de 26.3°C con lluvias en los meses de mayo Yy junio. Cuando se interrumpen
se presenta la sequia de medio verano. Tiene una precipitacion pluvial media anual de
84.2 milimetros. La humedad relativa en el mes de marzo es del 66% y en el mes de
diciembre es del 89%. La vegetacion en el municipio se clasifica como selva mediana
subcaducifolia con vegetacion secundaria. La composicién del suelo corresponde al tipo

regosol que se encuentra en toda la region.
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El municipio de Yaxcaba localizado en la region central-sur del estado de Yucatan,
México. Las coordenadas geograficas son 20° 19" y 20° 49" latitud norte y 80° 36"y 88°
56" longitud oeste, con una altitud promedio de 29 metros sobre el nivel del mar. La
temperatura media anual es de 26° C, con una precipitacién pluvial media anual de 1,118
mm, sujeta a variaciones por la presencia de huracanes (Rodriguez et al.2019). El clima
que predomina es calido subhumedo (Aw) con lluvias en verano, donde la humedad va
disminuyendo de sur a norte (Garcia 2004) con temperaturas record en el mes de mayo y
las mas bajas en enero. La lluvia anual es 1111mm, con una humedad relativa anual de
89% (INEGI 2010; CONAGUA 2016). Los tipos de suelos caracteristicos del municipio son
Cambisoles. Calcisoles y en baja proporcion Luvisoles (Garcia y Sosa 2013).
La vegetacion es un bosque tropical subdesiduo en diferentes etapas de sucesion (flores
et al. 2010) (Rosado-Aguilar et al.,2017)

La localidad de Sierra Papacal se encuentra localizado en las coordenadas
21° 7' 19.92" latitud norte, 89° 43' 41.16" latitud oeste, a una altitud promedio de 9 metros
sobre el nivel del mar. En Sierra Papacal el tipo de clima es semiarido célido, temperatura
media anual mayor de 22 ° C, temperatura del mes mas frio mayor de 18 ° C. Lluvias de
verano y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2% del total anual. La precipitacion
media aproximada es de 679 mm (CLIMATE-DATA). El tipo de vegetacién es selva baja

caducifolia. El tipo de suelo del area de colecta es litosol (SICA).

En cada sitio se colectaron tres especies adultas. Estas colectas se realizaron en los

meses de noviembre-diciembre (época de secas), y junio-agosto (época de lluvias).
2.2.3 Procesamiento del material vegetal

El material vegetal obtenido fue secado a 40°C durante tres dias en un secador ubicado
en las instalaciones del CICY. El material seco se moli6 en una licuadora industrial para

disminuir el tamafio de particula para después ser pesado.
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2.2.4 Fraccionamiento

El material seco y molido (100 g de cada individuo) fue extraido a temperatura ambiente
dejandolo reposar con metanol (MeOH) durante 24 horas (se realizd 3 repeticiones
sucesivas a cada individuo). Al término de cada extraccion, se filtré y concentro a presion
reducida en un rotaevaporador a 40 °C obteniéndose el respectivo extracto MeOH. Una
porcion del material molido obtenido de cada sitio de colecta y de cada individuo se
preservd para su extraccion masiva, fraccionamiento y cuantificacién (Ver capitulo 3). El
material molido seco remanente (3.06 kg) fue extraido con MeOH hasta obtener 76.5 g de
extracto MeOH el cual fue preservado para su estudio.

2.2.5 Particioén liquido-liquido de extracto MeOH

38.1 g de extracto MeOH de cada individuo fueron sometidos a una extraccion liquido-
liqguido empleando 168 mL de hexano y 56 mL de ACN: MeOH. La fase Hx se separ6
empleando un embudo de separacion y la fase organica ACN:MeOH fue sometida a una
segunda extraccion con Hx (mL). El proceso se repitid 3 veces y las fracciones fueron
secadas en rotaevaporador y transferidas a viales para ser preservadas en refrigeracion.
Se obtuvieron 11.6 g de extracto Hx y 26.5g de extracto de ACN:MeOH.

2.2.6 Andlisis de los perfiles cromatograficos por HPLC de las colectas de C.

yucatanensis (extractos de ACN: MeOH)

Para el analisis por HPLC de las particiones se empled un equipo de HPLC Perkin Elmer
Modelo Flexar con inyeccion manual y con detector de Ultravioleta de la marca Flexar y el
sofware Chromera. Se utiliz6 como fase mévil acetonitrilo-agua grado HPLC en modo
gradiente, en una relaciéon de 20- 80 % (10 min), con un incremento a 30-70% por 5 min,
de manera isocratica en la relacion 30- 70% durante 10 min, un incremento de acetonitrilo
a 95% durante 25 min, quedando a 95- 5% por 2 min, regresando en 8 minutos a la
relacion inicial (5- 95%); la velocidad de flujo del disolvente fue de 0.7 mL/min. Se
inyectaron 20 ml de la fraccién a una concentracion de 1 mg/ml. La columna empleada fue

una columna analitica de fase reversa de la marca Alltech.
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2.2.7 Andlisis de los perfiles cromatograficos por CG/EM de las colectas de C.

yucatanensis (extractos hexanicos)

Para el andlisis por CG/EM de las particiones se hexanicas se emple6 un equipo de
cromatografia de gases Agilent Technologies modelo 6890 Network acoplado a
espectrometria de masas Agilent Technologies modelo 5975B utilizando una columna
capilar HP-5MS, de 25 m de longitud, 0.320 mm de didmetro y 0.52 um de espesor. El
programa de temperaturas fue: temperatura inicial de 120°C durante 2 min hasta llegar a
300°C durante 10 min. Las muestras se inyectaron al 5% en disolucién con diclorometano
y se inyecto 1 uL de la solucion.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Rendimientos de extractos de hoja obtenidos de C. yucatanensis colectadas
en las distintas localidades.

En los meses de noviembre y diciembre de 2018 durante la época de secas se realizé la
primera colecta de individuos de C. yucatanensis de Oxkutxcab en la reserva de Kaxil
Kiuik y Sierra Papacal en las instalaciones del CICY en el parque cientifico de Yucatan;
por ultimo, en enero de 2019 se realizé la colecta en el municipio de Yaxcaba. En los
meses de mayo, y junio de 2019 durante la época de lluvias se realiz6 la segunda colecta

de individuos de C. yucatanensis en los mismos sitios indicados.

En el Cuadro 2.1 podemos observar los resultados de los rendimientos obtenidos a partir
de 150 gramos de material seco, expresado en porcentajes para cada localidad en ambas
épocas y los rendimientos de las particiones Hx y de ACE/MeOH a partir de 1g de
extracto MeOH. Como resultados observamos que en la localidad de Oxcutzcab durante
la época de secas se obtuvieron rendimientos de 6.98 g (4.65%) de extracto MeOH en el
individuo 1 el cual mostro un rendimiento en las particiones de 0.30 g de extracto Hx y
0.20 g de extracto ACE/MeOH. Para el individuo 2 se obtuvo 7.62 g (5.08%) de extracto
MeOH, mientras que en las particiones los resultados fueron de 0.35 g de extracto Hx y
0.65 g de extracto de ACE/MeOH. Por ultimo, el individuo 3 present6 6.45 g (4.30%) de
extracto MeOH, en las particiones se registraron 0.25 g de extracto Hx y 0.46 g de
extracto ACE/MeOH.
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Los individuos de Oxcutzcab colectados en la época de lluvias mostraron un incremento
notable en el rendimiento comenzando por el individuo 1 con resultados de 19.17 g
(12.78%) de extracto MeOH, en las particiones se registré6 un rendimiento de 0.56 g de
extracto Hx y 0.31 g de extracto ACE/MeOH. El rendimiento del individuo 2 se increment6
hasta los 21.94 g (14.62%) de extracto MeOH, mientras que el resultado de las
particiones fue de 0.56 g de extracto Hx y 0.36 g de extracto ACE/MeOH. Por ultimo, el
individuo 3 mostré rendimientos de 18.35 g (12.23%) de extracto MeOH mientras que

para las particiones se obtuvo 0.42 g de extracto Hx y 0.51 g de extracto de ACE/MeOH.

Para la localidad de Yaxcaba el individuo 1 de la época de secas presento un rendimiento

del 15.59 g (10.39%) de extracto MeOH, mientras que en las particiones 0.23 g de
extracto Hx y 0.59 g de extracto ACE/MeOH. En el individuo 2 de la misma localidad se
observa un rendimiento de 9.78 g (%6.52) de extracto MeOH, mientras que en las
particiones 0.39 g de extracto Hx y 0.50 g de extracto de ACE/MeOH. Finalmente, el
individuo 3 mostro un rendimiento de 17.02 g (11.42%) de extracto MeOH, mientras en las
particiones 0.38 g de extracto Hx y 0.57 g de extracto ACE/MeOH.

Durante la época de lluvias en Yaxcaba se observé un incremento en el rendimiento en
relacién a la época de secas en donde del individuo 1 se obtuvo 16.88 g (11.62%) de
extracto MeOH, mientras que en las particiones se obtuvieron 0.23 g de extracto Hx y
0.68 de extracto de ACE/MeOH. Del individuo 2 se obtuvieron 14.99 g (9.99%) de extracto
MeOH, en las particiones 0.32 g de extracto Hx y 0.60 g de extracto de ACE/MeOH. Por el
ultimo el individuo 3 presento resultados de 15.07 g (10.04%) de extracto MeOH, mientras
que en las particiones presento un 0.41 g de extracto Hx y 0.59 g de extracto de
ACE/MeOH.

En la localidad de Sierra Papacal durante la época de secas el individuo 1 se presenté un
rendimiento de 5.07 g (3.38%) de extracto MeOH, mientras que en las particiones se
observé un rendimiento de 0.25 g de extracto Hx y 0.54 g de extracto ACE/MeOH. En el
individuo 2 observamos rendimientos de 3.46 g (2.30%) de extracto MeOH, mientras las
particiones presentaron rendimientos de 0.26 g de extracto Hx y 0.49 g de extracto
ACE/MeOH. Por ultimo, el individuo 3 mostro rendimientos de 3.53 g (2.35%) de extracto
MeOH, mientras que en las particiones el rendimiento fue de 0.19 g de extracto Hx y 0.49
g de extracto de ACE/MeOH.
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Durante la época de lluvias en Sierra Papacal se observd un incremento en el extracto
MeOH del individuo 1 presentando un rendimiento de 11.41 g (7.60%) de rendimiento
MeOH, mientras que el rendimiento en la particion Hx fue de 0.50 g y de 0.37 g del
extracto de ACE/MeOH. Para el individuo 2 se obtuvo 10.69 g (7.12%) de extracto MeOH,
mientras que para las particiones un rendimiento de 0.37 g de extracto Hx y un 0.50 g de
extracto MeOH. Por dltimo, el individuo 3 tuvo un rendimiento de 11.76 g (7.84%) de
extracto MeOH, mientras que en las particiones se obtuvieron rendimientos de 0.13 g de
extracto Hx y 0.79 g de extracto de ACE/MeOH.

Cuadro 2.1 Rendimiento a partir de 150 g de material seco y molido para cada localidad colectada

en las distintas épocas

Localidad y Extracto MeOH | Rendimiento Extracto Extracto

época @ %) Hx ACE/MeOH
@) @)
Oxkutzcab CY01=6.98 4.65 0.30 0.20
secas CY02=7.62 5.08 0.40 0.65
CY03=6.45 4.30 0.25 0.46
Oxkutzcab CY01=19.17 12.78 0.56 0.31
lluvias CY02=21.94 14.62 0.56 0.36
CY03=18.35 12.23 0.42 0.51
Yaxcaba CYY1=15.59 10.39 0.23 0.59
Secas CYY2=9.78 6.52 0.39 0.50
CYY3=17.02 11.42 0.38 0.57
Yaxcabd lluvias CYY1=16.88 11.62 0.23 0.68
CYY2=14.99 9.99 0.32 0.60
CYY3=15.07 10.04 0.41 0.59
Sierra Papacal CYS1=5.07 3.38 0.25 0.54
secas CYS2=3.46 2.30 0.26 0.49
CYS3=3.53 2.35 0.19 0.49
Sierra Papacal CYS1=11.41 7.60 0.50 0.37
Lluvias CYS2=10.69 7.12 0.37 0.50
CYS3=11.76 7.84 0.13 0.79
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2.3.2 Condiciones ambientales de los sitios de colecta de C. yucatanensis en ambas

épocas y en las tres localidades

Durante los meses de colecta se tomaron los registros de las condiciones ambientales
(temperatura y humedad), con el apoyo del bidlogo Francisco Chi May, de las tres
localidades y se observaron variaciones en relacion a la época y al sitio de colecta Los

datos de temperatura y humedad se nos presentan en el cuadro 2.2.

Cuadro 2.2 Condiciones ambientales de los meses de secas (noviembre-enero) y lluvias (mayo-

julio) de las colectas de individuos de C. yucatanensis en el estado de Yucatan.

Epoca de secas Epoca de lluvias
Localidad Temperatura Humedad (%) Temperatura Humedad
Maxima Maxima
Oxkutzcab 23.7°C 81.71 34.9°C 93.37
Sierra Papacal 33.0°C 77.0 34.0°C 94.6
Yaxcabé 30.0°C 83.5 35.0°C 93.49

Fuente: weatherspark.com Bio Francisco Chi May

Las temperaturas en Oxcutzcab fueron desde 23.7°C con un 81.71% de humedad en la
época de secas hasta los 39.4°C con 93.37% de humedad en la época de lluvias, es
decir, un incremento de 11.2°C en la temperatura y 11.99% en la humedad.

En Sierra Papacal la temperatura durante los meses de secas se registr6 en 33°Cy 77%
de humedad, mientras que durante la temporada de lluvias se registraron temperaturas de
34°C y una humedad de 94.6%, es decir, un incremento de 1°C en la temperatura y 17.6%

en la humedad.

En la localidad de Yaxcaba se registr6 durante la temporada de secas una temperatura
méxima de 30°C y una humedad de 83.5%, mientras que en temporada de lluvias se
registraron temperaturas maximas de 35°C y una humedad de 93.4%, es decir un

incremento en la temperatura de 5°C y 9.9% en la humedad.
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Absorbance (mAU)

2.3.3 Andlisis de los perfiles cromatograficos por HPLC de las colectas de C.

yucatanenses

Se analizaron por HPLC los extractos de ACE/MeOH de cada uno de los individuos que
se obtuvieron en las colectas de las épocas de secas (Anexos) (noviembre-enero) y
lluvias (May0-Julio). Los resultados obtenidos muestran una alta cantidad de compuestos
de alta a baja polaridad dependiendo de la zona y la época en que fueron colectadas,
siendo la época de lluvias y las muestras de Oxkutzcab las que presentaron mayor
complejidad (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Comparacion de los perfiles cromatograficos por HPLC de la localidad de Oxkutzcab

durante las épocas de secas y lluvias

En la figura 2.1 observamos la comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por
HPLC de los individuos de Oxcutzcab en ambas épocas colecta. En el perfil
cromatografico de secas podemos observar la presencia de compuestos polares
mayoritarios, nula presencia de compuestos de mediana polaridad y compuestos
minoritarios de baja polaridad. En el perfil del individuo de la época de lluvias de la misma
localidad vemos un incremento de los compuestos polares, la presencia de compuestos
de mediana polaridad y un incremento de compuestos minoritarios de baja polaridad, es
decir, que el individuo de Oxcutzcab muestra incrementos en la produccion de

compuestos totales durante la temporada de lluvias.
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Figura 2.2 Comparacién de los perfiles cromatograficos por HPLC de la localidad de Sierra

Papacal durante la época de secas y lluvias

En la figura 2.2 podemos observar la comparacion de los perfiles cromatogréaficos por

HPLC de la localidad de Sierra Papacal durante ambas épocas. En el perfil

cromatografico de la época de secas observamos la presencia de compuestos polares,

presencia de compuestos de mediana polaridad y la presencia de compuestos

minoritarios de baja polaridad.

Durante

la época de

lluvias observamos un

comportamiento diferente en donde aumenta la presencia de compuestos polares, sin

embargo, la cantidad de compuestos de mediana y baja polaridad disminuye.
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En la figura 2.3 se muestra la comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por

HPLC de la localidad de Yaxcaba. En la época de secas observamos la presencia de

compuestos polares, baja presencia de compuestos de mediana polaridad y la presencia

de compuestos minoritarios de baja polaridad. Durante la época de lluvias observamos un

aumento de la presencia de compuestos polares, y una disminuciéon notable en la

produccion de compuestos de mediana y baja polaridad en relacion a la época de secas.

2.3.4 Andlisis de los perfiles cromatograficos por CG/EM de las colectas de C.

yucatanenses

El andlisis de los perfiles cromatégraficos de gases masas de la fraccion hexanica (Baja

polaridad) permitié6 observar una mayor presencia de compuestos en la época de lluvias

entre los 15 y 26 minutos en comparacion a lo observado en la época de secas. (figura

2.4,2.25Yy 2.6)
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Figura 2.4 Comparacion de los perfiles cromatogréaficos por CG de la localidad de Oxkutzcab

durante la época de secas y lluvias

En la figura 2.4 se presenta la comparacion de los perfiles cromatograficos por CG de la
localidad de Oxkutzcab durante ambas épocas. Durante la época de secas observamos 2
picos mayoritarios con Tr de 25.92 y 53.37 y otros compuestos minoritarios presentes.
Durante la época de lluvias observamos un incremento en la cantidad de compuestos
mayoritarios, en comparacion a la época de secas, principalmente las sefiales con Tr de
23.31y 25.32 min.
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En la figura 2.5 se presenta la comparacion de los perfiles cromatograficos por CG de la

localidad de Sierra Papacal durante ambas épocas. En la época de secas podemos

observar la presencia de 3 compuestos mayoritarios con Tr de 25.92, 51.21 y 53.35 min y

otros compuestos minoritarios. Durante la época de lluvias observamos un incremento

notable de los compuestos mayoritarios, en comparacion de lo observado en secas,

principalmente los que presentaron Tr de 14.1, 21.64 y 25.30 min.
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En la figura 2.6 se presenta la comparacion de los perfiles cromatograficos por CG de la
localidad de Yaxcaba durante ambas épocas. En la época de secas podemos observar la
presencia de 3 compuestos mayoritarios con Tr de 25.92, 51.20 y 53.36 min y otros
compuestos minoritarios. Durante la época de lluvias observamos un incremento notable
de los compuestos mayoritarios, en comparacibn de lo observado en secas,

principalmente los que presentaron Tr de 27.45, 29.72 y 31.00 min.

Este comportamiento que se observa en los perfiles cromatograficos por CG de los
extractos hexanicos es similar al que pudimos observar en los perfiles cromatograficos por
HPLC de los extractos MeOH, un incremento notable en la cantidad de compuestos
totales. Este incremento en la produccién de compuestos parece relacionarse con los

cambios ambientales de temperatura y humedad observados entre las épocas de colecta

2.3.5 Compuestos identificados en los extractos hexanicos de C. yucatanensis
durante las épocas de secas y lluvias.

En el cuadro 2.3 se presentan los compuestos identificados con mayor porcentaje de
similitud en cada localidad durante la época de secas, sin embargo, se presentaron
compuestos con alto porcentaje de similitud que pudieron ser registrados en dos o hasta
tres localidades en la misma época. En Oxcutzcab y Sierra Papacal observamos la
presencia de neofitadieno; sin embargo, no se encontrd presencia de este compuesto en
la localidad de Yaxcaba. En el caso del B-sitosterol éste se registré6 en Oxcutzcab y Sierra
Papacal. La vitamina E se observé en las tres localidades. Por ultimo, se observé la
presencia del acido hexadecanoico en Sierra Papacal y en Yaxcaba mientras que no se

detectd su presencia en la localidad de Oxkutzcab.
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Cuadro 2.3 Compuestos de C. yucatanensis identificados en los extractos Hx de las colectas de la

época de secas

Oxkutzcab (secas) % de

Sierra Papacal

. Similitud Similitud Yaxcaba (Secas) Similitud
area (Seca)
Neofitadieno 94% Neofitadieno 91% Vitamina E 98%
B-Sitosterol 93% Vitamina E 98% B-Sitosterol 95%
Acido Acido
Stigmasta-3,5-dieno 99% Hexadecanoico Metil 97% . 98%
hexadecanoico
ester
17-pentatriaconteno 91% B-Sitosterol 92% Acido octadecanoico 99%
Vitamina E 98% Limoneno 95%
Acido octadecanoico
98%
metil ester
Metil éster del acido
9,12,15- 96%
octadecatrienoico
3,7, 11, 15-tetramethyl- 93%

2-hexadeceno

En el cuadro 2.4 observamos los compuestos con mayor porcentaje de similitud que se

observaron en la época de lluvias en los tres lugares de colecta. En Oxcutzcab; Yaxcaba

y Sierra Papacal observamos la presencia de fitol. El éster metilico del 4cido 9,12,15-

octadecatrienoicose presenta en Oxcutzcab y Sierra Papacal;sin embargo, no se detectd

en Yaxcabda. La Vitamina E se present6 en las tres localidades. Por ultimo, se registro la

presencia del Sitosterol Unicamente en las localidades de Oxcutzcab y Yaxcaba.
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Cuadro 2.4 Compuestos de C. yucatanensis identificados en los extractos Hx de las colectas de la

época de lluvias

Sierra Papacal

Yaxcaba

Oxkutzcab (Lluvias) Similitud (Lluvias) Similitud (Lluvias) Similitud
Acido Hexadecanoico 99% 9-Octadecanoico 90% Fitol 99%
Metil ester
Vitamina E 99%
9,12,15- Acido ]
octadecatrienoico Metil 99% Acido Palmitoleico Vitamina E 99%
ester
95%
Fitol 99% Eicosano 99% B-Tocopherol 99%
Acido octadecanoico Acido Hexadecanoico
; 99% Metil ester a-Tocopherol 99%
Metil ester
98%
99%
Vitamina E 99% 9 12-Acido Stigmasterol 97%
Octadecadienoico
Linoleato de 2- 99%
B-Tocopherol 99% cloroetilo I-Sitoesterol 99%
9,12,15- Acido 99%
Stigmasterol 97% Octadecatrienoico B-Sitoesterol 95%
metil ester
I-Sitoesterol 99% Fitol 99%
B-Sitoesterol 94% Nanocosano 99%

La presencia y ausencia de ciertos compuestos durante determinadas épocas y en

determinadas localidades sugiere que se producen en situaciones especificas de estrés

abidtico provocadas por las variaciones observadas durante las colectas. Los resultados

indican que la produccion de MS puede verse influenciada por condiciones especificas
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como temperatura y humedad provocando diferentes respuestas dependiendo de las

condiciones espacio temporales.
2.4 DISCUSION

Las variaciones en la produccion observadas en cada colecta sugiere que esto podria
estar relacionado a condiciones del ambiente que estimulen la produccién de dichos
metabolitos, como sugiere Waterman y Mole en 1994 que indican que la produccion de
los MS, esta influenciado por el genotipo de la planta (la especie y la variedad), las
caracteristicas ambientales (la radiacién solar y la disponibilidad de agua), la velocidad de
crecimiento, la madurez, la condicion nutricional del suelo, la depredaciéon y las
enfermedades. Segun Norton (1997), los factores ambientales que mayor incidencia
tienen en el contenido de taninos son la estacion climatica, la humedad ambiental y la
luminosidad por lo cual es importante determinar cudl es la época donde las condiciones
ambientales favorecen la produccion de los MS que poseen la actividad antiviral
(Santacoloma, et al, 2012).

El cuadro 2.5 se presenta un resumen de las condiciones del ambiente y de los Tr de los
compuestos encontrados en las colectas obtenidos por HPLC y CG-EM. El andlisis de los
datos presentados en la seccién XX de este capitulo no indica que el estrés abidtico es
responsable de la disminucion de la produccion y rendimiento de plantas medicinales

como sefala Li en el 2020.

Cuadro 2.5 Resumen de las Condiciones ambientales de cada sitio, rendimiento de los extractos
MeOH y los Tr de los componentes mayoritarios observados por HPLC y CG-EM
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Rendimiento

Tiempo de
Retencion (min)

Tiempo de

Sitio y época de No. Individuo Temperatura | Humedad extracto de Retencion (min)
colecta ’ (°c) (%) MeOH (%) componentes | de componentes
de Ex. de Ex. Hx
AcN/MeoH
6.98 g 25.92, 50.56,
1 3.31,5.10, 8.36 53 36
Oxcutzcab 7.62¢ 3.60, 3.31, 8.02,
Secas 2 23.7 81.71 8651217 25.92, 56.35
6.45¢ 3.78 4.28 5.27,
3 8.36 9.00 12.88 25.92,53.37
19.17¢g 10.93, 21.46,
1 3.99,5.56 21.65, 23.79
21.94¢ 10.92, 21.46,
Oxcutzcah 2 34.9 93.37 >38 21.65
18.35¢g 10.96, 14.25,
3 5.65 21.50, 21.69,
23.81, 25.32
1 5.079g 3.39,5.15,5.73, 25.92, 52.21.
8.60 53.35
Sierra Papacal 3.46¢9 3.55,3.73,5.11,
Secas 2 33.0 77 802 865 25.92 51.20 53.35
3 3.53¢g 3.60, 5.16, 5.86, 25.9251.21
7.95, 8.63 53.36
1141¢g 10.92, 11.99,
3.39, 14.05, 14.22,
1 3.62,5.16,5,66, 14.35, 21.46,
12.57 21.64, 23.30,
94.6 23.78
Sierra Papacal ’ 10.69 g 3.30,
Liuvia 2 34.0 351364500, | 10101252
5.4112.15 T
11.76 g 10.92, 14.05,
14.22, 14.34,
3 520 21.46, 21.65,
23.30
15.59¢g 25.92, 28.88,
1 3.52,5.12,8.43 51.20, 53.36
Yaxcaba 9.78 ¢ 3.37,3.72,5.11, 25.92, 28.88,
Secas 2 30.0 83.4 8.41 51.20, 53.36
3 17.24 g 3.56, 3.73, 5.11, 25.92 28.88
6.15, 7.18, 8.38 51.20 53.36
16.88g 10.91, 14.05,
14.22, 21.45,
L 1.45 21.65, 25.29,
26.40
Yaxcaba 14.99¢g 16.79, 17.23,
Lluvia 5 35 93.49 555 20.56, 27.45,
’ 27.33, 29.16,
30.99
15.07g 16.79, 27.33,
3 5.4514.81 27.45, 29.17,
31.00
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El comportamiento de esta especie en ambas épocas sugiere cdmo esta especie
responde a su ambiente en tiempo y espacio y como la composicién quimica varia en

respuesta a estas condiciones.

En la localidad de Oxcutzcab se dio un notable incremento en la temperatura y en la
humedad entre épocas lo cual se vio reflejado en el rendimiento en cada uno de sus
individuos, lo cual sugiere que la disminucién en la disponibilidad de agua durante la
temporada de secas fue un factor fundamental en la reduccién de produccién de biomasa.
Este comportamiento en la disminucion de la produccién de biomasa se ha observado en
coniferas por la ineficiencia de los cloroplastos causando una reduccién en la expansion
foliar (Wahid et al., 2007), la baja difusién (Pinheiro y Chaves, 2011) de CO,, disminucion
en la fotosintesis y en la conductancia estomal (Mena-Petite et al., 2000; Bigras, 2005).

En cuanto a los componentes observados por HPLC de los extractos metandlicos es
posible observar ciertos Tr como el que aparece a 3.31min, que se presentan en mas de
un individuo, asi como una disminucion de la presencia de compuestos de baja polaridad
(hidrofébicos). En los extractos Hx por CG/EM observamos un aumento en los
compuestos en la época de lluvias en un rango de 10 min a los 24 min. Cabe destacar la
presencia mayoritaria del compuesto con Tr de 25.92 min en la época de secas, lo que
sugiere gue juega un papel importante en la resistencia al estrés por sequia ya que no se

encuentra presente en la época de lluvias.

En la localidad de Sierra Papacal durante la época de secas observamos altas
temperaturas (33°C) acompafiadas de un bajo porcentaje de humedad (77%) que se
refleja en un bajo rendimiento en los tres individuos a diferencia de lo que se puede
observar en la época de lluvias, esto puede deberse a que uno de los principales
procesos afectados por el estrés hidrico es la fotosintesis (Espinoza y Vallejo 2019), lo
que se refleja en reduccién del area foliar y del nimero total de hojas, de la transpiracion,
de la concentracion intercelular de CO. y de la eficiencia de carboxilacion, tal es el caso
de Populus cathayana (Xu et al., 2008). Esto podria explicar porque se registré6 un bajo

rendimiento en la esta localidad.

Por otro lado, en los perfiles cromatograficos por HPLC se observé una menor presencia

en los compuestos no polares en el periodo de secas y un aumento en los compuestos de
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menor polaridad. Se observa que los compuestos polares en el rango de los 3 min y 5 min
incrementan su produccién en los tiempos de lluvias mientras que los de baja polaridad
aumentan su presencia en la época de secas. Cabe sefialar que el aumento en las
temperaturas también afecta la tasa de fotosintesis, uno de los procesos metabdlicos

principales, y en consecuencia la produccion de biomasa (Farooq et al., 2009)

Los perfiles cromatogréficos de CG-EM de esta localidad en la época de secas muestran
de nuevo al compuesto con Tr de 25.92 min, antes reportado en la localidad de
Oxcutzcab, lo que sugiere que esta relacionado a la tolerancia al estrés por sequia al igual
que los compuestos que se observan en el rango de los 50 y 54 min. En la época de
lluvias se puede observar un notable incremento en los compuestos mayoritarios

presentes en un rango de 10 a 21 min.

El bajo rendimiento de esta localidad parece relacionarse a bajos niveles de humedad a
los que se atribuye una disminucion del potencial de turgencia y cierre de estomas, lo que
provoca que las diferencias en la presién de turgencia generen un area foliar menor para
plantas, deshidratacion celular, una reduccion en el metabolismo y la alteracién de la
mitosis (Taiz y Zeiger, 2010;Farooq et al., 2009; Balaguera et al., 2008). Estos resultados
concuerdan con lo que indica Davies y Zhang (1991), quienes documentan que
potenciales hidricos muy negativos reducen el area foliar y aceleran la senescencia de
hojas maduras. El déficit hidrico no sélo ocurre cuando hay poca agua en el ambiente,
sino también por bajas temperaturas y por una elevada salinidad del suelo. Estas
condiciones, capaces de inducir una disminucion del agua disponible del citoplasma de
las células, también se conocen como estrés osmotico (Levitt, 1980) y causan una
disminucion en la produccién de biomasa, sin embargo, aumenta la produccion de MS

relacionados con la tolerancia a sequias.

La localidad de Yaxcaba presenta un comportamiento similar, es decir, se observan
incrementos en la temperatura y en la humedad entre las épocas de secas y lluvias lo cual
se reflej6 en un aumento en el rendimiento. El aumento de biomasa en la zona y su
relacion con el incremento de la humedad, asi como los resultados obtenidos en las
localidades nos indica la gran importancia del agua en las plantas, por lo que se puede
considerar que una cantidad limitada o excesiva de agua constituye un factor inductor de

situaciones adversas o estresantes.
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Se ha observado que durante la época de lluvias la disponibilidad de agua en las plantas
aumenta y debido a sus propiedades polares, tiene gran influencia en la estructura y la
estabilidad de moléculas tales como proteinas, polisacéaridos y otras (Kirkham, 2005). Una
lista de los procesos que son regulados por el volumen celular y la hidrodinAmica como el
crecimiento y proliferacion, exocitosis, endocitosis, cambios en la forma celular,
sefalizaciébn de hormonas, metabolismo, excitabilidad, migracién celular, obtencion de
nutrientes, filtracion de desechos, necrosis y apoptosis (Wehner et al., 2003; Zonia y
Munnik, 2007)

Por otro lado, la temperatura también es otro factor que causa estrés hidrico en las
plantas, lo cual afecta la produccion de metabolitos porque un incremento en la
temperatura aumenta la evapotranspiracion lo que lleva a la perdida de agua. El estrés
ocasionado por temperatura es uno de los principales factores que limitan la fotosintesis
de muchas especies de plantas, la supresion del crecimiento esta relacionada con
cambios en los procesos fisiolégicos incluyendo las relaciones hidricas (Morales et al.,
2006).

El cuadro anterior también nos muestra los Tr de los compuestos que se presentaron en
Sierra Papacal en época de secas, es similar al observado la localidad de Oxcutzcab. Los
compuestos polares observados en los perfiles cromatograficos por HPLC presentan un
aumento en la produccién en la época de lluvias, también observamos una mayor
produccién de compuestos de baja polaridad en la época de secas. Estos nos indica que
los compuestos de mediana y baja polaridad muestran relacionarse a la tolerancia al
estrés por temperatura. Los perfiles cromatograficos por CG-EM muestran un aumento
notable en la produccién de compuestos de baja y media polaridad, destacandose el Tr de
25.92 min el cual ha sido reportado en otras localidades en la época de secas mientras
gue en la época de lluvias encontramos un aumento en la produccién en el rango de 10 a
20 min.

El analisis de resultados obtenidos en este estudio confirma que el agua es un recurso
indispensable para todas las funciones de las plantas, una adecuada humedad en el suelo

proporciona buen desarrollo de éstas y mayor ganancia de biomasa, mientras que la
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deficiencia de agua repercute en la alteracion de procesos fisioldgicos y disminucion del

rendimiento (Moreno, 2009; Salisbury y Ross 2000).

En el cuadro 2.6 se observan los compuestos presentes en las muestras Hx identificados

por CG-EM en las distintas épocas y sitios de colecta. Con los resultados obtenidos

podemos analizar mas a fondo como esta especie responde a los estimulos externos

ocasionados por el estrés abioticos en distintas épocas. Este cuadro nos permite observar

qué compuestos estdn mas relacionados con la resistencia a cambios térmicos o de

humedad.

Cuadro 2.6 Componentes de extracto Hx de las muestras colectadas en distintas regiones de
Yucatan durante la época de secas, identificados por GC-MS

Tiempo . Tiempo
Tiempo de
Sitio de de ., . Corr_n?onentes Sitio de | Retencion . Con_u?onentes Sitio de de - . Con?;?onentes
Retencion identificados por N identificados por Retencion identificados por
Colecta X R Colecta | (min) de Ex. . Colecta X k
(min) de espectroscopia Hx espectroscopia (min) de espectroscopia
Ex. Hx Ex. Hx
10.93 Bicyclo-heptano, Bicyclo-heptano, 2,6,6-
2,6,6-trimetil 10.92 Ciclopentaneo 10.91 trimetil
21.46 acido 1- acido acido 9,12,15-
Pyrrolidinebutanoico 11.99 Hexadecanoico 14.05 Octadecatrienoic
2'-hidroxi-3'-
21.65 isopropilisobuti acido 9,12,15-
rofenonato 14.05 Octadecatrienoico 14.22 Fitol
. 1-Pyrrolidinebutanoic
23.79 Vitamina E 14.22 Fitol 21.65 acido
Bicyclo-heptano,
10.92 2,6,6-trimetil 14.35 Metil estarato 25.29 Sitosterol
acido 1- acido 1-
21.46 Pyrrolidinebutanoico 21.46 Pyrrolidinebutanoico 26.40 Vitamina E
Silane, f .
Oxcutzcab diethilpentadeciloxi(1- PZIS;Z‘I Silano, Yaxcabd | 1679 Blcyclo-hgptar?lo, 2,6,6-
21.65 phe nilpropoxi 21.64 diethilpentadeciloxi trimetl
10.96 Fitol 23.78 Vitamina E 20.56 Fitol
10.11 4-0-Methylmannosa 27.45 ST L
14.25 Fitol acido
acido 1- acido 1-Pyrrolidinebutanoic
21.50 Pyrrolidinebutanoico 12.52 Hexadecanoico 27.33 acido
Silane,
diethilpentadeciloxi(1- 19.91 1H-Indole 29.16 Vitamina E
21.69 phe nilpropoxi
acido 9,12,15- .
23.81 Vitamina E 14.05 Octadecatrienoic 30.99 Sitoesterol
Bicyclo-heptano, 2,6,6-
25.32 Sitosterol 23.30 Stigmasterol 16.79 trimetil
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En este trabajo se observé que el rendimiento varia en relacibn a las condiciones
ambientales de la localidad aunque también ha mostrado que también provoca
variaciones en la producciéon de compuestos y su concentracién, tal es el caso del
compuesto con Tr en un rango de 10.91 y 10.93 min identificado como 2,6,6-trimetil-
biciclo-heptano, un alcano de cadena ramificado identificados como uno de los principales
componentes de las ceras (Leide et al., 2011), las cuales forman parte de la cuticula que
utiliza la planta protegerse de la perdida de agua y la acumulacién de agua durante la
época de lluvias (Tofolla et al,. 2013).

Por otro lado, estan los acidos carboxilicos como el acido hexadecanoico con un Tr de
11.99 min y el &cido 9,12,15-octadecatrienoico con un Tr de 14.05 min, reportados con
propiedades reguladoras del crecimiento o bioestimulantes (Stutte, 1990). Otro compuesto
gue se presenta continuamente en los tres sitios de colecta es la vitamina E con Tr en el
rango de los 23.78 y 29.16min. El alfa-tocoferol, uno de los componentes de la vitamina E,
es un potente antioxidante debido a la capacidad de su anillo heterociclico cromanol de
donar el hidrogeno fendlico a los radicales lipidicos (Kamal- Eldin y Appelvisq 1996),
también juega un papel importante en la tolerancia al estrés. En plantas resistentes a la
sequia se produce un aumento neto de los niveles de este, mientras que en plantas
sensibles se produce un aumento inicial seguido de una pérdida neta (Munné-Bosch
2002).

Un andlisis mas profundo de los resultados indico que, aunque evidentemente los
rendimientos aumentaron drasticamente de la época de secas a la época de lluvias lo cual
muestra que la humedad esta directamente relacionada con el aumento de la produccion
de biomasa aérea también se puede observar que la cantidad de compuestos que se
producen esta relacionada directamente al estrés que las condiciones ambientales
pueden generar en dicha especie. La diferencia de produccién en las localidades podria
deberse a que algunas plantas destinan una mayor proporcion de fotosintatos a la
produccion de raices, aumentando de esta manera la capacidad de absorcion de agua, de
modo de mantener la turgencia de las hojas frente a la mayor evapotranspiracion a la que
se ven sometidas las plantulas (Lencinas et al., 2007) y viceversa, cuando las plantas

tienen suficiente disponibilidad de agua los fotosintatos se destinan a la produccion de

46



biomasa aérea para incrementar la captacion de luz e incrementar la tasa de fotosintesis.
Esto no solo se refleja en la variacion del rendimiento, si no, en los compuestos que se

producen como respuesta a los estimulos del ambiente.

Esto refuerza la hipétesis del presente trabajo, de que el rendimiento y la produccién de
compuestos puede verse afectado por cambios en la temperatura y humedad que pueden
conducir a diferencias en las caracteristicas fotosintéticas (Lusk y del Pozo 2002, Martinez
Pastur et al., 2007), aumentando la evapotranspiracién y provocando cambios en la
anatomia de las hojas, y, en consecuencia, en el crecimiento de las plantas (Tognetti et al.
1998; Lérida Acosta et al 2003).
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CAPITULO lIl. AISLAMIENTO Y PURIFICACION BIODIRIGIDA DE LOS
COMPONENTES CON ACTIVIDAD ANTI-HEMAGLUTININA PRESENTES EN
EXTRACTOS DE HOJA DE Caesalpinnia yucatanensis (Britton & Rose) Greenm

3.1 INTRODUCCION

La HA y la NA son los antigenos de superficie de membrana, que participan en la
patogenicidad viral y determinan los diferentes subtipos de virus. La HA es la glicoproteina
de superficie mas abundante en forma de trimero; reconoce receptores especificos de la
mucosa respiratoria, permitiendo la adsorcion del virus a la célula. (Vivian 2009). Esta es
muy importante para el proceso de infeccién del virus debido a que permite la adsorcion
viral a receptores celulares que contienen acido sidlico, siendo incorporado a la célula en
una vesicula endoplasmatica por endocitosis. En la actualidad, se conocen 18 subtipos de
HA cuyas variaciones radican en el tipo de amioacido en los sitios de la proteina. Debido
a que la HA es la llave de entrada a la célula huésped, el estudio de moéculas tanto

naturales como sintéticas que causen su inhibicién es de suma importancia.

Para evaluar el efecto de inhibicién sobre la HA el virus de manera indirecta, se emplean
los ensayos de hemaglutinacion en donde se explora la capacidad del virus de influenza
para aglutinar eritrocitos de pavo, pollo o humanos, lo que permite la seleccion de
compuestos activos, sugiriendo un posible mecanismo de accién a nivel de entrada viral.
Ejemplo de ello es el caso de un extracto de Punica granatum L (granada) sobre el virus
de la influenza (Pefia et al., 2015). Estudios de hemaglutinacion se han sido utilizado
anteriormente para evaluar la prevalencia serolégica del virus de influenza A en cerdos en
Argentina durante la temporada 2002 (Pifieyro et al., 2010). Diversos grupos de
investigacion se han enfocado en el aislamiento e identificacion de compuestos obtenidos
de diversas fuentes (naturales) y sintéticas con actividad anti-HA. Caesalpinnia
yucatanensis ha demostrado poseer compuestos con actividad anti-HA. En trabajos
realizados por el grupo, May-May (2013) y Cetina-Montejo (2014) determinaron la
actividad antiviral a nivel cotratamiento de extractos de hojas y corteza del tallo de ésta

especie.
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En el presente capitulo se discuten los resultados de la actividad anti-HA de extractos de
hojas de C. yucatanensis obtenidos durante cada fraccionamiento biodirigido partiendo del
extracto de ACE. Esto permitié llegar hasta la purificacion y elucidacion estructural de uno

de los ingredientes activos presentes en extractos de hojas de C. yucatanensis

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Materiales y reactivos

En el desarrollo del trabajo experimental se emplearon disolventes grado técnico
destilados en el laboratorio. Las hojas fueron molidas empleando una licuadora industrial.
La eliminacion del disolvente del extracto metandlico se realizé en un evaporador rotatorio
Bichi R-151. El curso de la separacion cromatografica se siguié mediante cromatografia
en capa delgada (CCD), que se llevé a cabo en placas de aluminio impregnadas con gel
de silice 60F2s4 de 0.2 mm de espesor (Merck). Se emplearon como eluyentes diferentes
mezclas de hexano (Hx), acetato de etilo (AcOEt), acetona (An), metanol (CH3;OH), y
diclorometano (CH:Cl;) segln se requiri6 en cada caso para separar los compuestos
presentes en las fracciones. La visualizacion de los compuestos presentes en la placa se
realizé6 mediante deteccién ultravioleta empleando una lampara Mineralight UVGL-25 que
emite luz ultravioleta a 254 y 366 nm y por deteccion quimica empleando el reactivo de
acido fosfomolibdico (ver Anexo ). Las alicuotas colectadas en cada fraccionamiento se
reunieron de acuerdo a la similitud de las manchas visualizadas en las placas
cromatogréficas. Las columnas cromatogréaficas de permeacién en gel se empacaron con
Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich). Para las columnas cromatograficas de CLV se empled
gel de silice grado TLC. Los analisis de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-
H) y de carbono 13 (RMN-'3C) uni y bidimensionales, homo y heteronucleares se
realizaron en un un espectrémetro Varian-Agilent. AR Premium Compac 600 MHz (Santa
Clara, USA) con sonda de liquidos 1H-19F/15N-31P 5-mm PGF. Software Vnmrj 4.2.
expresando los desplazamientos quimicos en partes por millén. Para la disolucién de la
muestra se empled cloroformo deuterado(CDCls). Los desplazamientos quimicos (8) se
expresaron en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz. Los
andlisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se realizaron en
un cromatografo de gases Agilent technologies modelo 6890N Network GC system,

acoplado a un detector de masas Agilent Technologies modelo 5975B inter MSD
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controlado por una computadora HP. Se us6 como método una columna no polar Ultra 1
(100 % dimetilpolisiloxano, 25 m x 0.321 D, 0.52 um de grosor de la pelicula) y como
programa de temperatura T1 = 120 °C por 2 minutos, un gradiente 10 °C/min hasta llegar a
T, = 300 °C y permanecer a esta temperatura por 10 minutos. Se empleé helio como gas

acarreador a un flujo de 1.2 mL/min.
3.2.2 Colecta del material vegetal

El material vegetal se colecto en tres sitios de la peninsula de Yucatan: Oxkutzcab, Sierra

Papacal y Yaxcaba como se indica en la seccion 2.2.2 del capitulo Il
3.2.3 Procesamiento del material vegetal

El material vegetal obtenido fue secado a 40°C durante tres dias en un secador ubicado
en las instalaciones del CICY. El material seco se molié en una licuadora industrial para
disminuir el tamafio de particula para después ser pesado.

3.2.3 Fraccionamiento

El material seco y molido fue extraido a temperatura ambiente dejandolo reposar con
metanol durante 24 horas (se realiz6 3 repeticiones sucesivas a cada individuo). Al
término de cada extraccion, se filtrd y concentro a presion reducida en un rotaevaporador
a 40 °C. El material molido seco (3.06 kg) fue extraido con MeOH hasta obtener 76.5 g de

extracto MeOH.
3.2.4 Particién liquido-liquido de extracto MeOH

38.1 g de extracto MeOH fueron sometidos a una extraccion liquido-liquido empleando
168 mL de hexano y 56 mL de ACN: MeOH. La fase Hx se separ6 empleando un embudo
de separacion y la fase organica ACN:MeOH fue sometida a una segunda extraccion con
Hx (mL). El proceso se repitié 3 veces y las fracciones fueron secadas en rotaevaporador
y transferidas a viales para ser preservadas en refrigeracion. Se obtuvieron 11.6 g de
extracto Hx y 26.5g de extracto de ACN:MeOH.
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3.2.5 Fraccionamiento por CLV del extracto ACN:MeOH

El extracto de ACN:MeOH (26.5 g) se fraccion6 por medio de cromatografia liquida al
vacié (CLV) con una fase estacionaria de silica gel (13 cm de ancho x5 cm de alto) y un
sistema de gradiente de Hx-acetona. Se obtuvieron 10 fracciones (figura 3.1) que fueron
denominadas CYV-1 CYV10. Las fracciones CYV-5 a CYV7 fueron seleccionadas con
base a su actividad antiviral y fueron reunidas para su posterior fraccionamiento

biodirigido.

Figura 3.1 Placas cromatogréficas de las 10 fracciones obtenidas por CLV vistas en UV a 365 (A) y

254 (B) nm en la cual se observa la presencia de componentes de distinta polaridad. Las
fracciones 1 a 6 contienen los componentes de menor polaridad, siendo la 7 a 9 los de mediana
polaridad, y la 10 la mas polar. Se aprecian bandas de color rojo indicativo de la presencia de

clorofila, asi como compuestos con fluorescencia azul bajo inspeccién UV (A).
3.2.6 Cromatografia por permeacion en gel (Sephadex LH 20) de CYV-567

La fraccion activa denominada “CYV-567” formada por la reunién de las fracciones CYV-5
a CYV7 fue sometida a una cromatografia de permeacion en gel (100 mg) en una
columna de 30 cm de altura y 1.5 cm de didmetro, utilizando Sephadex como fase
estacionaria y un sistema de hexano: diclorometano: metanol 8:1:1 para la separacion por
tamafio de particula. Se obtuvieron 86 fracciones de 2 ml cada una que fueron reunidas

de acuerdo a su similitud en CCD dando como resultado 24 fracciones finales. Las
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fracciones reunidas (Fracciones A-R) fueron monitoreadas por CCD con un sistema de
Hx:Ac 8:2. (Figura 3.2)

Figura 3.2 Placa cromatogréfica de las 24 fracciones (A-X) revelada con acido fosfomolibdico. Las
fracciones se aprecian como bandas de coloracion azul obscuro y para el caso de las fracciones L,

My N, como bandas de color amarillo que sugieren la presencia de flavonoides
3.2.7 Cromatografia por permeacion en gel (Sephadex LH 20) de la subfraccién STM

La fraccion STM (constituida por las subfracciones M y N de la seccion 3.2.6), fue
sometida a una cromatografia(13mg) en una columna de 20 cm de altura y 1 cm de
diametro, utilizando Sephadex LH 20 como fase estacionaria y un sistema de metanol
100% para la separacion por tamafio de particula. Se obtuvieron 86 fracciones de entre
0.6 y 12.4 mg cada una. Las fracciones reunidas fueron monitoreadas por CCD con un
sistema de Hx:Ac 8:2. La fraccibn mostro la presencia de cristales, constituida por un
compuesto puro . Dicha fraccion denominada ahora como CCG-4851 fue la seleccionada
para los estudios espectroscopicos
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3.2.8 Datos espectroscépicos y espectrométricos de 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona

RMN H (CDCl; 600 MHz) & (ppm): 12.55 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 6.43(s, 1H),
6.35 (s, 1H), 5.88 (s, 1H), 3.99 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 3.874 (s, 3H), 3.872 (s, 3H)

RMN-13C (CDCl5.100 MHz,) § (ppm): 178. 79 (C-1), 165. 59 (C-2), 156.71 (C-3), 155.30 (C-
4),152.00 (C-5), (C-6), 149.17 (C-7), 125.92 (C-8), 108.52 (C-9), 105.01 (C-10),97.92 (C-
11),92.15 (C-12), 65.81 (C-13), 61.09, (OCH3), 60.30 (OCH3), 56.05 (OCH3),55.08
(OCH3), 15.23 (C-14).

CG-EM m/z [M+1+]= 374.2 uma

3.2.9 Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA)

La cepa del virus de influenza fuero proporcionada por el Laboratorio de Virologia del
Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi’, siendo la cepa
Al/Yucatan/Indre. Se realiz6 el ensayo de IHA para evaluar si las fracciones de C.
yucatanensis inhiben la actividad de hemaglutinacion. Los ensayos se realizaron en
placas de 96 pozos (fondo U). Cada fraccién se diluyé en PBS (concentraciones de 100 a
12.5 pg/mL), mezclado con 4 unidades de virus (cepa AH1N1 2370) e incubado durante 1
h a4 ° C. Luego, se agregaron 50 pyL de una suspension de glébulos rojos de pava al 1%
(RBC) y se incubaron durante 1 h a 4 ° C. Se incluyeron los siguientes controles: Control

viral, control negativo, control del compuesto.
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3.2.10 Porcentaje de inhibicién de la HA

Para obtener el porcentaje de inhibicibn de HA de los bioensayos se sometieron las
muestras a un lector de placas xMark BIO RAD a una longitud de onda de 700 nm para
medir la absorbancia de las reacciones bioldgicas y asi cuantificar la actividad inhibitoria.

Los datos generados por el equipo fueron analizados mediante la siguiente formula:

% IHA = ((DOF-DOv) /(DOe-DOV)) *100
Donde:
DOe=Densidad 6ptica de las fracciones
DOv =Densidad 6ptica del virus
DOk = Densidad 6ptica de los eritrocitos

Los datos finales fueron usados para la construccion de una grafica de barras de las
fracciones con mayor actividad inhibitoria.

3. RESULTADOS
3.1 Rendimientos de extractos crudos obtenidos para el aislamiento biodirigido

A partir de 3.06 Kg de material molido seco de C. yucatanensis se obtuvo 76.5 g de
extracto MeOH. El extracto MeOH fue particionado con Hx y ACN:MeOH en una
proporcion de 3:1:1 En el cuadro 3.1 se observan los rendimiento obtenidos a partir de
38.1g de extracto MeOH de hojas de C. yucatanensis, en donde la fraccion de

ACE/MeOH obtuvo el doble de rendimiento respecto a la fraccion de baja polaridad.

Cuadro 3.1 Resultados de la particion masiva de la muestra Hx:ACE:MeOH 3:1:1

Extracto MeOH Fraccion () Extracto  obtenido | Rendimiento (%)
(9)
38.1g ACE 26.5 69.81
Hx 11.6 30.44
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3.3.2 Evaluacion de las fracciones obtenidas de la CLV de la particion de ACE

La actividad anti-hemaglutinina de las fracciones de CLV fueron evaluadas en el ensayo
de IHA a concentraciones de 100, 50, 25, y 12 ug/mL. Este ensayo se realiz6 con la cepa
A/MexicoINDRE797/10 (HLN1pdmOQ9) resistente a oseltamivir. Los resultados se observan

en la Cuadro 3.2

Cuadro 3.2 Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion de las fracciones de CLV

Inhibicion de la Hemaglutinacion de Eritrocitos

wgmtl 2 3 4 5 6 7 8 9 10

100 - + - + + + + - - R
50 - - - + £ + £ - - -
25 - = - - + = *+* - *+ -
125 - - - - - + o+ - - +

Como se observa en el cuadro 3.2 después de un periodo de incubacién de 30 min con el
virus, fracciones y eritrocitos, las fracciones 5, 6 y 7 fueron las que mostraron actividad
inhibitoria de la HA viral, es decir, fueron capaces de unirse a la proteina viral HA
impidiendo que esta se uniera a los receptores de &cido sialico de los eritrocitos y
pudieran precipitarse por lo cual observariamos un punto rojo en el fondo del pocillo que
indicaria un resultado positivo (+) caso contrario es la ausencia de un precipitado de los

eritrocitos en el pocillo lo cual significaria que el compuesto no se une a la proteina del
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virus lo cual indicaria un resultado negativo (-). También se presentan pocillos en donde el
precipitado de eritrocitos se da de forma parcial () lo que nos indica que el compuesto no

puede inhibir totalmente al virus a dicha concentracion.

En la columna E, que corresponde a la fraccién 5, a una concentracién de 100, 50 y 25
png/mL se observé actividad inhibitoria de la HA parcial () mientras que en la columna “F”
que corresponde a la sexta fraccion se observa actividad inhibitoria (+) a 100 y 50 pg/mL
mientras que a 25 observamos actividad inhibitoria parcial (£) mientras que a 12.5 pg/mL
no se observo actividad (-) por ultimo, en la columna “G” que corresponde a la séptima
fraccion se observa actividad parcial () a 100, 50 y 25 ug/mL y una nula (-) actividad a
12.5pg/mL

Basados en el bioensayo de inhibicibn de la hemaglutinacién se seleccionaron las
muestras que presentaron mejor actividad y se unificaron en la fraccién activa F-567 para
continuar los procesos de fraccionamiento basados en otras técnicas cromatograficas. En
la figura 3.3 se observa la placa revelada con acido fosfomolibdico en donde se aprecia la
presencia de multiples bandas, también observamos una vista a 254nm en donde se
presenta una banda que presenta una fluorescencia en azul en la fracciéon 6 y por ultimo
una vista a 365nm en donde observamos 3 bandas que florecen en color azul, siendo mas
intensa en la fraccién 6, a la misma altura en las tres fracciones y una serie de bandas

rojas indicando la presencia de clorofilas en la muestra.
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Fosfomolibdico 254nm 365nm
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Figura 3.3 Placas cromatograficas de la cromatografia liquida al vacio de las fracciones 5,6 y 7
vistas en UV a 365, 254 nm y vistas con &cido fosfomolibdico en la cual se observan la presencia
de 3 componentes principales, bandas con fluorescencia azul y bandas de color rojo indicativo de
presencia de clorofilas.

3.3.3 Evaluacion de fracciones obtenidas de F567 por columna de permeacion en
gel (Sephadex LH-20)

La muestra activa F-567 al ser fraccionada por una cromatografia por columna de
sephadex resulto en 24 sub-fracciones, estas fueron evaluadas por el bioensayo de
hemaglutinacion mostrando resultados positivos para las subfracciones A, B, C, D, E, F,
G,H, ILJ,K, LY M. (Figura 3.6)

En la figura 3.4 observamos actividad inhibitoria en las fracciones B, C, J, K, L y M siendo
la fraccion J la que presento actividad inhibitoria (+) a las cuatro concentraciones (100, 50,
25y 12.5ug/mL), para la fraccion B observamos actividad inhibitoria (+) a 50, 25 y 12.5
pug/mL. Para la fraccion C resultados positivos a 25 y 12.5 pg/mL y actividad parcial a 50
pug/mL. La fraccion K muestra resultados positivos a 100 y 50 pg/mL y resultados parciales
a 25 pg/mL y por ultimo las fracciones L y M presentan resultados positivos (+) a 100 y 50

pg/mL convirtiéndolas en las mejores opciones para continuar con el fraccionamiento.
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Figura 3.4 Placas del ensayo de hemaglutinacion de las sub-fracciones de CY-567

CV= control viral, tnicamente virus y células

CN= control negativo= Gl6bulos rojos

3.3.4 Evaluacién de la fraccion CCG-4851 por columna de permeacion en gel
(Sephadex LH-20)

La muestra activa CCG-4851 al ser fraccionada por una cromatografia por columna de
Sephadex se evalu6 por el bioensayo su actividad inhibitoria, obteniendo resultados

positivos a la concentracion de 100 pg/mL (Figura 3.5)
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Figura 3.5 Placa del ensayo de hemaglutinacion de las sub-fracciones de CCG-4851
CN= control negativo= Glbbulos rojos

3.3.5 Caracterizacién del componente activo :5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona)

En el espectro de RMN-H! del componente activo 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-
metoxy-4h-cromen-4-ona) se observan 4 sefiales de metoxilos con un desplazamiento (6 ) a 4
ppm, 3.93 ppm, 3.872 ppm y 3.874 ppm, respectivamente. Ademas, se observé que uno de
los singuletes corresponde a un proton quelatado que aparece desplazado a campo bajo
(12.56 ppm) lo cual indica su posible interaccion con un atomo de oxigeno. Los otros
singuletes a campo mas alto indican los carbonos aroméaticos ( 8 7.34 ppm, 7.33 ppm, 6.44
ppm,6.36 ppm y 5.88 ppm) (figura 3.6)
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Figura 3.6 Espectro de RMN-H! del compuesto activo con la estructura de 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona) indicando las sefiales de los protones oxigenados

Con el espectro de RMN-C*¥se confirmo la presencia de carbonos unidos a oxigeno que

presentaron desplazamiento (8 ) 61.09 ppm, 60.3 ppm, 56.05 ppm y 55.8 ppm (Figura 3.7)
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Figura 3.7 Espectro de RMN-C*2 del compuesto activo con la estructura de 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona) indicando las sefiales de los carbonos oxigenados
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Con el espectro de HSQC se asignaron algunos de los protones unidos directamente a
carbono, como el protén H-3 (7.32) a C3 (108.52) que es un metino y los protones unidos
a oxigeno protén 7 (3.872) a C7 (55.8) (figura 3.8 y cuadro 3.2)

6.426.35 3.872s
7.34 |7.32 1 ‘llt

tmpstudy_data_gHSQC_al |
fa67

Il\_DD

I

J

o

Figura 3.8 Ampliacion del espectro de HSQC del compuesto activo 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona) indicando la relacion directa entre protones y carbonos

Las correlaciones encontradas fueron observadas entre los protones vinilicos H-3(7.34)
con el carbono 2(125.92) y el carbono 1°(148.90); el proton H-6 (6.35) que correlaciona a

dos enlaces con el C7 (165.59) y a tres enlaces con el C8 (92.15) también se observa una
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correlacion del proton H-5 (12.55) que es el proton de alcohol con el C5 a dos enlaces y a

3 enlaces con el C4ay a su vez con el C6 corroborando su ubicacion en el anillo.

6.35. Hy 161.9
@) [e]
ﬁ\p

12.55

Figura 3.9 Correlaciones establecidas por el estudio de HMBC del compuesto activo 5-hidroxi-2(2-

hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona)

Por otro lado, el grupo metoxilo fue posicionado en C4" (156.71) debido a que sus
protones H-4" (3.872) presentaron correlaciones con C3" (152), C-5 (163.58) y C-9 (8
37.3); también, se observo una correlacion entre el protén H-7 (3.93) con C-7 (165.59) a
dos enlaces, al C6(92.72) y C8(92.15) a tres enlaces (figura 3.9)

tmpstudy_data_gHMBC_01 20
1567
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Figura 3.10 Ampliacion del espectro de HMBC del compuesto activo 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona) indicando la correlacién entre protones y carbonos.
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El andlisis de todos los espectros RMNH?!, RMNC®3(figuras 3.8 y 3.9) junto a los espectros
de RMN de doble dimensidn hizo posible determinar que la muestra CCG-4851 presentan

la siguiente estructura (Figura 3.11)

Figura 3.11 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona)

3.4 DISCUSION

Los resultados obtenidos del ensayo de inhibicion de hemaglutinacion, de las fracciones
de CLV contra la proteina HA del virus, presentaron actividad bioldgica en las fracciones
4, 5, 6 y 7 (Figura 3.12), mostrando resultados prometedores para continuar con el
fraccionamiento como se observa en la (figura 3.13) en donde las fracciones 5y 6 fueron

las que mejores resultados arrojaron
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120 m100% m50% m25% m125

100
80
60
40
20
0
F4 F5 F6 F7
B 100% 81.06 100.06 100.44 76.51
| 50% 85.73 99.81 103.59 28.21
H25% 11.93 34.97 87.37 36.48
m12.5 0 0 23.54 0

Figura 3.12 Porcentajes de inhibicion de las fracciones 4, 5, 6 y 7 a las distintas concentraciones
(100, 50, 25y 12.55 pg/mL)

Los mejores resultados, de actividad biolégica obtenidos del fraccionamiento por tamafio
en columna de sephadex fueron para la fraccion “J” a las cuatro concentraciones
evaluadas (100, 50, 25y 12.5 pg/mL). (Figura 3.13), sin embargo, se observo en la
fraccion L y M presentaban alta actividad a 100 y 50 ug/mL de concentracion.
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120 Porcentajes de inhibicién

C J K L

W 100 47.5 16.28 100 100 96 100
m50 100 54.53 100 100 100 67.05
m25 100 100 100 95 0

m12.5 100 100 100 0 0
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Figura 3.13 Porcentajes de inhibicion de las fracciones B, C, J, K, L y M a las distintas

concentraciones (100, 50, 25y 12.5 pg/mL)

Como resultado del monitoreo de CCD pudo observarse en la placa una pigmentacion
amarillenta en las fracciones L y M asi como cristales en ambas muestras (Figura 3.14),
razon por la cual se consideré6 como la mejor opcién para continuar el proceso de
purificacion.
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Figura 3.14 Cristales presentes en la muestra “M”

3.4.1 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona)

Se obtuvo como un polvo amarillo, con una la formula molecular Ci9 Hig Og (M*= 374.2) y
un peso molecular de 374.2 uma de acuerdo al andlisis por CG/EM y datos
espectrométricos. Los datos espectroscépicos de RMN *H (600 MHz en CDCl;) y RMN 3C
(100 MHz en CDCIl;) muestran un perfil caracteristico para una flavona metoxilada
(Kongkum et al 2012)

Otros nombres: 5,2’-dihidroxi, 3',4’,5’,7-tetrametoxi flavona
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Cuadro 3.3 Comparacion de los desplazamientos quimicos de R-MN 'H y RMN 13C con lo

reportado por Kongkum N. et al., 2012

Posicion Experimental (CDClIs) Kzoonl%k(uDTAS%)al
R-MN H RMN 13C R-MN 1H RMN 13C
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
2 161.98 - 161.4
3 7.34 108.52 7.10s 108.8
4 178.79 182
42 - 105.1 - 104.6
5 159.9 - 161
6 6.35s 97.92 6.37d 98
7 165.59 165.2
8 6.43 92.15 6.82d 92.7
82 - 157.4
1 125.92 - 111.7
2 155.3 - 145.4
3 152 - 141.8
4 156.71 - 145.9
5 163.58 - 145.8
6 7.326 106.5 7.26d 106.5
3'OMe 3.99s 56.05 3.84s 56.6
2-OH 5.88 - 9.87s | e
5-OH 12.55s - 12.89s -
70Me 3.93s 55.8 3.86s 56.1
4'OMe 3.874s 61.09 3.86s 60.6
5'0OMe 3.872s 60.3 3.78 s 61.1
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El género Caesalpinia ha sido muy estudiado en cuanto a su actividad biolégica. Estudios
anteriores han demostrado actividad biolégica en dicho genero tal como lo registra Kumar
et al en el 2010 en C. pulcherrima con una actividad anticonvulsiva, de la cual fue aislada
la quercetina responsable de la actividad antiviral en una serie de virus de herpes y
adenovirus (Chiang et al., 2003). C. latisiliqua es otra especie que muestra relacién en la
actividad antiviral con su fitoquimica (presencia de flavonoides, fenoles y estilbenos) (Oh
et al., 2020). Kumar en el 2013 evalué el extracto etandlico de las hojas de C. pulcherrima
con potencial actividad anti fertilidad. En el caso de C. yucatanensis no se han reportado
aislamientos de compuestos por lo que su fitoquimica es desconocida hasta ahora que se
realiz6 el primer aislamiento biodirigido. ElI compuesto 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-
trimetoxifenil)-7-metoxy-4h-cromen-4-ona) fue aislado por primera vez en 2012 reportado
con el nombre de 5,2'-dihidroxi-7,3',4',5-tetramethoxiflavona (Kongkum et al., 2012) en la
especie Gardenia carinata perteneciente a la familia de las Rubiaceae, familia que cuenta
con mas de 80 especies ampliamente distribuidas en los bosques tropicales del mundo.
Cabe sefialar que no se encontré ningun otro reporte de aislamientos de este compuesto
desde esa fecha por lo que lo convierte en el primer reporte para la especie Caesalpinia
yucatanensis y el segundo reporte de la flavona desde 2012. En investigaciones
anteriores de las especies del género Gardenia revelaron que estas plantas son ricas en
flavonoides y varios de ellos exhibieron actividades citotdxicas y anti-VIH-1 (Nuanyai et
al., 2011) (Tuchinda et al., 2004) .

En el cuadro 3.4 se observan los resultados del ensayo de citotoxicidad de todos los
compuestos incluyendo el compuesto 1 (5-hidroxi-2-(2-hidroxi-3,4,5-trimethoxiphenil)-7-
methoxi-4H-chromen-4-one) aislados de G. carinata siendo la flavona 2 la que presenté la
mayor actividad (ECso= 3.4 uM vy IS= 12.7). Se reportd las flavonas 1 y 6 como muy
activas (82.2% y 88.1% de inhibicion a 200 pg/mL con valores de ICso de 205.5 y 291.2
MM respectivamente) contra Transcriptasa inversa del VIH. Estos antecedentes del
compuesto 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) relacionados
a su potencial biolégico contra el virus del VIH sumado a los resultados de los bioensayos
como un potencial inhibidor de la HA nos sugieren que este compuesto es una alternativa
para tomar en cuenta para estudios futuros de evaluacion de éste tipo de compuestos

contra el virus de la influenza A(H1N1).
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Cuadro 3.4. Actividad Anti-VIH-1 de las flavonas presentes en la especie Gardenia carinata

(Kongkum et al., 2012)

Compuestos Ensayos citotéxicos Ensayos VIH 1 RT
IC50 EC50 SI Actividad % Inhibicion at 200 ug/mL  IC50 (uM)
412 162.8 2.5 A 82.2 204.5
43.2 34 12.7 A 0.83 ND
61.6 24.6 2.5 A 1.4 ND
560.9 308.3 1.8 A 37.7 ND
105.7 36.6 2.9 A 88.1 291.2
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Figura 3.15 Flavonas con actividad Anti-VIH-1 presentes en la especie Gardenia carinata
(Kongkum et al 2012)

Las flavonas tetrametoxildas ya han sido aisladas en otras especies de plantas
aromaticas de la familia Lamiaceae. Se trata de plantas perennes, que pueden ser
arbustos, como en el caso de Thymus vulgaris el cual es un pequefio arbusto (10-40 cm),
erecto 0 a veces decumbente, con la base de los tallos lefiosa (sufrutice), los superiores
rojizos y con pelos cortos curvados (retrorsos). Para esta especie, de propiedades
medicinales, se han reportado aislamientos de compuestos fendlicos entre ellos flavonas
di-, tri- y tetrametoxiladas sutituidas. Por su alto contenido en compuestos fenélicos esta
especie se ha empleado para tratar afecciones del aparato respiratorio como tosferina,
laringitis, bronquitis, asma, etc., también en gastritis, dispepsia, diarreas y como
antihelmintico sobre parasitos intestinales. Igualmente, el aceite esencial obtenido por
destilacion de las partes aéreas de la planta y diversos extractos han mostrado su eficacia
en casos de dolor de garganta, amigdalitis, enfermedades en las encias e infecciones de
la cavidad bucal, reumatismo y artritis, debido a sus propiedades antisépticas,
antiespasmadicas, antiinflamatorias, antitusigenas, expectorantes y antioxidantes

(Caarretero y Ortega 2017).
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CAPITULO IV. MONITOREO POR ESPECTROMETRIA DE GASES/MASAS DE
LA PRESENCIA DE 5-HIDROXI-2(2-HIDROXI-3,4,5-TRIMETOXIFENIL)-7-
METOXI-4H-CROMEN-4-ONA) EN EXTRACTOS DE HOJAS DE Caesalpinnia
yucatanensis (Britton & Rose) Greenm COLECTADAS EN TRES
LOCALIDADES DEL ESTADO DE YUCATAN.

4.1 INTRODUCCION

El metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la transformacion y la
degradacion de los compuestos enddégenos mediante proteinas de especializacion, las
cuales se han formado como resultado de los procesos de diferenciacion y se clasifican
segun su significacion biolégica y funcion en la célula productora (Valdés y Balbin, 2000).
Segun la definicién en el marco ecoldgico propuesta por Stransburger, Noll, Schenk y
Schimper (1994), estos compuestos son sustancias ecoldgicamente eficaces, frente a
compuestos primarios que serian sustancias fisiolégicamente eficaces. Los compuestos
gue derivan de este tipo de metabolismo se pueden clasificar de varias formas. Los
metabolitos secundarios (MS) de las plantas son una variedad Util de productos naturales
no solo para la planta, sino que también poseen gran valor comercial por los distintos
usos que se les atribuyen. Los MS se utilizan cada vez mas en la medicina como
tratamientos alternativos a los medicamentos sintéticos y como aditivos alimentarios con
fines terapéuticos, aromaticos y culinarios. Diversos factores genéticos, ontogénicos,
morfogenéticos y ambientales pueden influir en la biosintesis y la acumulacion de
metabolitos (Li et al., 2018). La sintesis y acumulacién de componentes fitoquimicos
depende criticamente de las condiciones ambientales. Para la mayoria de las plantas, los
factores o variables externas (luz, temperatura, agua del suelo, fertilidad y salinidad del
suelo) pueden afectar significativamente algunos procesos asociados con el crecimiento y
el desarrollo de las plantas, incluso su capacidad para sintetizar metabolitos secundarios,
lo que eventualmente conduce al cambio general de perfiles fitoquimicos que juegan un
papel estratégico en la produccion de sustancias bioactivas (Vermaet al., 2015;Ferrandino
et al., 2013).
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En particular, para las plantas medicinales, las condiciones ambientales son capaces de
redirigir el metabolismo para regular en consecuencia la produccion de componentes
activos. Debido a que las plantas tienen una composicién quimica compleja y variable, el
tipo y la cantidad de metabolitos secundarios, asi como los efectos biolégicos a menudo
se determinaron de acuerdo con el cambio del ambiente (Li Yang et al.,, 2018).
Condiciones muy variables como la luz pueden afectar en gran medida la biosintesis de
metabolitos secundarios de una planta algunas de esas variaciones clave son el
fotoperiodo, la intensidad y la direccion (Carvalho et al., 2011). Asi mismo la temperatura
es un factor importante de variacion en la biosintesis de metabolitos secundarios. Por
ejemplo, la composicion de compuestos fendlicos (delfinidina-3- O - glucésido, delfinidina-
3- O- rutinésido y miricetina-3- O- glucosido) en tres cultivares de la especie Ribes nigrum
demostré correlaciones positivas entre su produccion y temperatura ambiental (Zheng et
al., 2012). Otro factor a considerar para la biosintesis de metabolitos secundarios es el
estrés hidrico debido a que pueden regular el crecimiento morfoldgico y el desarrollo de
las plantas, y alterar sus propiedades bioquimicas (Zobayed et al., 2007).

En el presente capitulo se describe los resultados de la variabilidad espacio-temporal de
5-hidroxi-7-metoxi-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-4H-cromen-4-ona de C. yucatanensis en extractos
de especies de C. yucatanensis colectados en tres sitios del estado de Yucatan
empleando CG/EM.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Colectay obtencién del material vegetal

La distribucién de Caesalpinia yucatanensis fue establecida basada en los datos de
colecta proporcionados por el herbario del Centro de Investigacion Cientifica de

Yucatan(CICY). Un mapa de distribucion de dicha especie se aprecia en la Figura 4.1.

5 opiEo)
" YUCATAN @
SORN O

;
: @ QUTNTANA
CAMPECHE RU0

9

3
. TABASCO @ 4%

O {0

) @ ; @ Belice

{
i
Guatemala

San Pedro Sula

Honduras

Figura 4.1 Distribucién de Caesalpinia yucatanensis en la peninsula de Yucatan, los lugares de

colecta y numero de individuos colectados en cada area (Conabio,2018).

Este estudio se realizé en Yucatan, México (19 ° 30 'y 21 ° 35'N, 90 ° 24°W). El clima es
calido-himedo (Aw) con una temperatura media anual de 26 ° C (rango mensual
promedio: 16.2 ° C-35.6 ° C), y una precipitacién media anual que varia de <500 mm en el
extremo noroeste del estado hasta a 1.200 mm en el extremo sureste. Se seleccionaron
tres sitios de estudio, que exhiben condiciones ambientales notablemente diferentes
(Figura 4.2)
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Figura 4.2 Mapa de los municipios de la peninsula de Yucatan donde se realizaron las colectas de
los individuos de Caesalpinia yucatanensis

El municipio de Oxkutzcab se localiza en la regiébn sur del Estado, ocupando una
superficie de 512.23 Km? situandose entre las coordenadas 20°21" latitud norte y 89°22"
longitud oeste, posee una altitud sobre el nivel del mar de 33 metros. (INEGI 2010) El
clima en toda la region es célido-subhumedo, presenta una temperatura media anual de
26.3°C con lluvias en los meses de mayo y junio. Cuando se interrumpen se presenta la
sequia de medio verano. Tiene una precipitacion pluvial media anual de 84.2 milimetros.
La humedad relativa en el mes de marzo es del 66% y en el mes de diciembre es del
89%. La vegetacion en el municipio se clasifica como selva mediana subcaducifolia con
vegetacion secundaria. La composicion del suelo corresponde al tipo regosol que se

encuentra en toda la region.

El municipio de Yaxcaba localizado en la regiéon central-sur del estado de Yucatan,
México. Las coordenadas geogréficas son 20° 19" y 20° 49" latitud norte y 80° 36"y 88°

56" longitud oeste, con una altitud promedio de 29 metros sobre el nivel del mar. La
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temperatura media anual es de 26° C, con una precipitacion pluvial media anual de 1,118
mm, sujeta a variaciones por la presencia de huracanes (Rodriguez et al.2019). El clima
que predomina es calido subhumedo (Aw) con lluvias en verano, donde la humedad va
disminuyendo de sur a norte (Garcia 2004) con temperaturas record en el mes de mayo y
las mas bajas en enero. La lluvia anual es 1111mm, con una humedad relativa anual de
89% (INEGI 2010; CONAGUA 2016). Los tipos de suelos caracteristicos del municipio son
Cambisoles. Calcisoles y en baja proporcidbn Luvisoles (Garcia y Sosa 2013).
La vegetaciéon es un bosque tropical subdesiduo en diferentes etapas de sucesion (flores
et al. 2010) (Rosado-Aguilar et al.,2017)

La localidad de Sierra Papacal se encuentra localizado en las coordenadas
21° 7' 19.92" latitud norte, 89° 43' 41.16" latitud oeste, a una altitud promedio de 9 metros
sobre el nivel del mar. En Sierra Papacal el tipo de clima es semiarido célido, temperatura
media anual mayor de 22 ° C, temperatura del mes mas frio mayor de 18 ° C. Lluvias de
verano y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2% del total anual. La precipitacién
media aproximada es de 679 mm (CLIMATE-DATA). El tipo de vegetacién es selva baja
caducifolia. El tipo de suelo del area de colecta es litosol (SICA).

En cada sitio se colectaron tres especies adultas. Estas colectas se realizaron en los

meses de noviembre-diciembre, y junio-agosto.
4.2.2 Procesamiento de las plantas

El material vegetal obtenido fue secado a 40°C durante tres dias en un secador ubicado
en las instalaciones del CICY. El material seco fue molido en una licuadora industrial para

disminuir el tamafio de particula para después ser pesado.
4.2.3 Extraccién y fraccionamiento

El material seco y molido fue extraido a temperatura ambiente dejandolo reposar con
metanol durante 24 horas (se realiz6 3 repeticiones sucesivas a cada individuo). Al
término de cada extraccion, se filtr6 y concentro a presion reducida en un rotaevaporador
a 40 °C.
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4.2.4 Particion del extracto metanolico de C. yucatanensis

Los extractos metandlicos obtenidos de cada individuo, en ambas épocas (secas y lluvias)
y diferente zona (Oxkutzcab, Sierra Papacal y Yaxcaba), fueron particionados con Hx-
ACN-MeOH 3:1:1, utilizando 1g de cada muestra. Los rendimientos se observan en el

cuadro XX de la seccién 2.3.1 del capitulo II.

4.2.5 Andlisis de los perfiles cromatogréaficos por CG/EM de las colectas de C.

yucatanensis (extractos de ACN:MeOH)

Los andlisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se realizaron
en un cromatografo de gases Agilent technologies modelo 6890N Network GC system,
acoplado a un detector de masas Agilent Technologies modelo 5975B inter MSD
controlado por una computadora HP. Se usé como método una columna no polar Ultra 1
(100 % dimetilpolisiloxano, 25 m x 0.321 D, 0.52 um de grosor de la pelicula) y como
programa de temperatura: inicial de 220 °C durante 2 min hasta llegar a 280 °C durante 8
min, la velocidad de flujo del disolvente de 1.2 mL/min. Se prepard una solucion al 5% de
la muestra y se inyecto al CG-EM 1 L.

4.3 RESULTADOS

Utilizando el compuesto 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona)
se obtuvo su patrén de fragmentacién por CG/EM y se localizé su Tr en un rango de 13.85
hasta 13.91 min que coincide con la sefial del patrén de fragmentacion masico y ion
molecular de 374.2 uma correspondiente a la flavona en cuestion como se observa en la
Figura 4.3
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Figura 4.3 Tiempo de retencion y patron de fragmentacion de la flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona)

Utilizando la flavona como estandar se pudo ubicar la presencia de la flavona 5-hidroxi-
2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en las diferentes colectas
realizadas durante ambas épocas, asi como la concentracion en la que se encuentra presente
en cada individuo.

En la figura 4.4 se observa la comparacion de los perfiles cromatogréaficos por CG-EM de los
individuos de Oxcutzcab durante la época de secas. En esta imagen podemos ver la
presencia de 2 compuestos mayoritarios, presentes en los tres individuos, que se observan
en el rango de los 3.47 y 3.58 min acompafados de otros compuestos minoritarios, sin
embargo, no se observa algin pico que indique la presencia de la flavona 5-hidroxi-2(2-
hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en alguno de los individuos colectados
en dicha localidad. En esta misma localidad se registr6 la temperatura mas baja durante la
temporada de secas (23.7°C) y una humedad de 81.71%, sin embargo, no se observé
presencia del compuesto lo que indica que las condiciones del area no fueron adecuadas
para la produccion de la flavona.
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Figura 4.4 Comparacion de los perfiles cromatdgrafos y porcentaje de area de los individuos de C.

yucatanensis del municipio de Oxkutzcab durante la época de secas por cromatografia de gases.

En la figura 4.5 se presenta la comparacion de los perfiles cromatograficos de los
individuos de Sierra Papacal durante la época de secas. Se puede observar la presencia
de 2 picos mayoritarios con Tr de 3.47 min y 3.58 min, respectivamente, en los tres
individuos y la presencia de la flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-
cromen-4-ona) en los tres individuos; sin embargo, se observan diferencias en el porcentaje
de éarea entre los individuos. En el individuo 1 se encontré un porcentaje de 6.30% de la
flavona, en el individuo 2 un porcentaje de 10.01% y finalmente un 6.99% en el individuo 3.
Cabe sefalar que esta localidad presento la menor humedad registrada (77%) y la
temperatura mas alta en la época de secas (33°C) ademas de que el individio 2 se

encontraba expuesto a una mayor radiacion solar en comparacion a los otros dos individuos.
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Figura 4.5 Comparacion de los perfiles cromatdgrafos y porcentaje de area de los individuos de C.
yucatanensis del municipio de Sierra Papacal durante la época de secas por cromatografia de

gases

En la figura 4.6 se aprecia la comparacién de los perfiles cromatograficos de los
individuos de Yaxcaba durante la época de secas. Se observa la presencia de 2 picos
mayoritarios con Tr de 3.45 min y 3.50 min en los tres individuos y la presencia de la
flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en los tres
individuos; sin embargo, se observan diferencias en el porcentaje de area entre los individuos.
En el individuo 1 se encontré6 un porcentaje de 1.19% de la flavona, en el individuo 2 un
porcentaje de 4.44% vy finalmente un porcentaje de 1.26% en el individuo 3. Las
condiciones ambientales en la localidad de Yaxcaba presentaron el mayor porcentaje de
humedad (83.5%) y temperaturas arriba de los 30°C, sin embargo, las condiciones no
fueron las adecuadas para una mayor produccién del compuesto, como lo indican los

datos obtenidos.

79



= CGMS CYY-1-1

Porcentajes de irea

CYY11 1.19%
CYY-21 4.44%
CYY31 1.26%

Figura 4.6 Comparacion de los perfiles cromatdgrafos y porcentaje de area de los individuos de C.

yucatanensis del municipio de Yaxcaba durante la época de secas por cromatografia de gases

En la figura 4.7 se observa la comparacion de los perfiles cromatogréaficos por CG-EM de los
individuos de Oxcutzcab durante la época de lluvias. Se aprecia la presencia de compuestos
mayoritarios, presentes en los tres individuos, que se observan en el rango de los 3.47 min y
3.50 min acompafiados de otros compuestos minoritarios, sin embargo, no se observa la
presencia de la flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona)
en el individuo 1, mientras que en el individuo 2 se registr6 un porcentaje de area de 3.50%
para el compuesto y por ultimo en el individuo 3 se registré un porcentaje de 1.42%. Durante
la época de lluvias, en esta localidad, se registr6 la temperatura mas alta durante la
temporada de lluvias (34.9°C) y un aumento en la humedad hasta 93.37%, sin embargo, no
se observo presencia del compuesto en el individuo 1, mientras que en los individuos 2 y 3 el
porcentaje no superd los 3.50%, estos resultados sugieren que las condiciones abiéticas no

son las adecuadas para una mayor produccién del compuesto activo.
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Figura 4.7 Comparacion de los perfiles cromatografos y porcentaje de area de los individuos de C.

yucatanensis del municipio de Oxkutzcab durante la época de lluvias por cromatografia de gases

La figura 4.8 presenta la comparacion de los perfiles cromatogréficos por CG-EM de los
individuos de Sierra Papacal durante la época de lluvias. Se puede observar un incremento
de compuestos mayoritarios de mediana polaridad en el individuo 1 en comparacion a los
individuos colectados durante la época de secas, sin embargo, no se registré presencia del
compuesto activo, a diferencia del individuo 2 en el que observamos la presencia de
compuestos minoritarios de mediana polaridad y un porcentaje de area del 1.85% del
compuesto con actividad inhibitoria. Finalmente se observa la presencia de compuestos
minoritarios de mediana polaridad en el individuo 3 pero no se registré presencia de la falvona
de interés. Durante la época de lluvias, en esta localidad, se registré una temperatura de 34°C
y un aumento en la humedad hasta los 94.6%, convirtiéndolo en el sitio mas himedo en la
época de lluvias, estos cambios en las condiciones se reflejaron en una disminucién notable
en el porcentaje de area, estos resultados sugieren que las variaciones de humedad y
temperatura no favorecieron la produccion del compuesto 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-

trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en este sitio.
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Figura 4.9 Comparacion de los perfiles cromatografos y porcentaje de area de los individuos de C.
yucatanensis del municipio de Sierra Papacal durante la época de lluvias por cromatografia de
gases

La figura 4.10 presenta la comparacion de los perfiles cromatograficos por CG-EM de los
individuos de Yaxcaba durante la época de lluvias. Se observa un incremento de compuestos
mayoritarios de mediana polaridad en el individuo 1 en comparacién a los individuos
colectados durante la época de secas, sin embargo, no se registré presencia del compuesto
5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en este sitio a diferencia
del individuo 2 en el que observamos la presencia de compuestos minoritarios de mediana
polaridad y un porcentaje de area del 2.10% del compuesto con actividad inhibitoria.
Finalmente se observa la presencia de compuestos minoritarios de mediana polaridad en el
individuo 3 y una presencia de la flavona activa con un porcentaj de area de 1.95%. Durante
la época de lluvias, en esta localidad, se registro la temperatura mas elevada de la temporada
de 35°C y un aumento en la humedad hasta los 93.49%, estos resultados indican que el

aumento de humedad y temperatura no favorecieron la produccion del compuesto 5-hidroxi-
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2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) en este sitio debido a que

observamos una disminucion en la produccion.
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Figura 4.10 Comparacion de los perfiles cromatografos y porcentaje de area de los individuos de

C. yucatanensis del municipio de Yaxcabéa durante la época de lluvias por cromatografia de gases

En el cuadro 4.1 observamos la comparacion del porcentaje de Area del 5-hidroxi-2(2-hidroxi-
3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona) obtenidos por CG-EM en cada localidad
durante ambas épocas. Los resultados del monitoreo de la flavona activa en las distintas
colectas evidenciaron que existen variaciones notables de concentracion entre individuos.
Estas variaciones son mas notorias entre individuos de distintas localidades, lo que sugiere,

gue las condiciones ambientales estan modificando la produccion de dicho compuesto.
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Cuadro 4.1 Porcentajes de Area del 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-

cromen-4-ona) obtenidos por CG-EM.

Individuo

Oxkutzcab Sierra Papacal Sierra Papacal

(Secas) (Secas) (Secas) (Lluvias) (Lluvias)

Yaxcaba Oxkutzcab Yaxcaba

(Lluvias)

1| CYO-1-1 | 0% CYS-1-1 | 6.30% | CYY-1-1 | 1.199% CYO-1-9 0% CYS-1-2 | 0% CYY-1-2 0%
10.01 o« o~ oo | 1.85 o« ® T
2| cYo-92-1 | 0% | CYS-2-1 o3 CYY-9-1 | 4.449% CYO-2-2 | 3.50% | CYS-2-2 % CYY-2-2 2.109%
1.95%

3| CYO-8-1 | 0% | CYS-3-1 | 6.99% | CYY3-1 | 1.26% | CYO-3-2 | 1.429% | CYS-3-2 | (o | CYY-3-2

Como se puede observar en el cuadro 4.1 en la localidad de Oxcutzcab durante la
temporada de secas no se presenté el compuesto lo que sugiere, seguin estos resultados,
gue las temperaturas menores a los 30°C no son favorables para la produccion de dicho
compuesto mientras que en la en la temporada de lluvias se presentd en una
concentracion maxima de 3.5%, es decir, que las variaciones en las condiciones abioticas
mejoraron la produccion en esta localidad. Por otro lado, se observé un aumento en la
humedad en la época de lluvias, en comparacion a la época de secas, esto sugiere que

debe existir un equilibrio entre ambos factores para incrementar la produccion.
4.4 DISCUSION

En este trabajo se observé que los compuestos presentes en C. yucatanensis, incluyendo
el compuesto activo, tiene una fuerte relacion a las variaciones registradas en los factores
abioticos. Esto concuerda con lo dicho por Lérida Acosta (2003), que los factores
climéticos, como fisioldgicos de la planta, rangos de temperatura, luz, precipitaciones
intervienen directamente en la germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas y que
estos factores no se comportan por igual para todas, lo cual se refleja en la produccion de
compuestos. Estos resultados sugieren que la época del afio en que se realizaron las

colectas modifican la presencia de los metabolitos debido a que la produccion esta
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fuertemente ligada a la época del afio que se realice la colecta, tal es el caso de otras
especies como Brugmansia candida Pers. (campana) en la que el follaje cosechado en la
época invernal (enero) era mas rico en alcaloides tropanicos que el recogido en el verano
(julio) e igualmente al recolectado en horas de la mafiana en comparacién con las horas
de la tarde (Acosta et al., 1989). Este fendmeno podemos observarlo en mudltiples
ejemplos de la literatura como sucede con Matricaria recutita L. (manzanilla) cuyos
estudios demostraron que en las flores cosechadas entre las 9 y 11 a.m. eran mayores los
porcentajes de aceite esencial en comparacion con las recogidas en la tarde; se observa
gue en ambos casos hay una influencia marcada de la temperatura y la luz (Acosta, 1995)

En el Cuadro 4.2 se indica un resumen de las condiciones ambientales en cada sitio de
colecta durante ambas épocas y los tiempos de retencion de los compuestos que se
presentan en mayor cantidad, asi como el monitoreo de la presencia del compuesto 5-
hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona. Este cuadro nos permite
relacionar la produccién de compuesto de interés con las condiciones ambientales que se
presentan en cada sitio de colecta. Con base al andlisis de los resultados de los perfiles de
CG-EM de los extractos de ACE/MeOH y su relaciéon con las condiciones ambientales
observados en el cuadro XX de cada sitio podemos deducir que las condiciones medio
ambientales donde crecen las plantas, esencialmente el clima, ejerce gran influencia en lo
que respecta a los principios activos. La luz, temperatura y precipitaciones
fundamentalmente tienen un efecto marcado sobre la composicién quimica en las plantas
(Fluck,1955)
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Cuadro 4.2 Resumen de las Condiciones ambientales de cada sitio, componentes mayoritarios y

porcentaje de area observados por CG-EM

No. Sitio de Epdoeca Temperatura | Humeda Tiempo de Retencion (min) y porcentaje de
Muestra Colecta colecta (°C) d (%) area de componentes de Ex. AcN/MeoH
0 Tr 3.583 (16.420%),
14.58(27.746%)
2 oxcgtzca Secas 23.7 81.71 Tr 3.58 (34.702%)
3 Tr 3.61 (31.442%), 13.93(12.877%),
14.65(10.580%)
1 Tr 3.50(21.863%), 3.61 (23.686%), 14.63
(10.441%)
Tr 3.48 (17.258%),3.59(11.944%), 13.86 (3.50%)
2 Oxcgtzca Lluvia 34.9 93.37 14.59 (12.565%)
3 Tr 3.47 (11.534%), 11.31 (15.069%), 13.87 (1.42%)
1 Tr3.47(10.580%), 3.58(8.956%),13.84 (6.30%)
. 14.55(8.069%)
2 Pi'g;g | | secas 33.0 77 Tr 3.47(11.349%) 3.58(13.734%), 13.84 (10%)
3 Tr 13.60(18.566%) 14.60 (13.056%) 13.90
(6.993%)
1 Tr. 9.40 (10.279%), 14.60 (24.133%)
- 94.6 2 7
5 Sierra Liuvia 0 Tr 3.47 (14.514%), 3.58(14.063%), 13.85 (1.85),
Papacal ' 14.58 (15.520%)
. Tr 3.47 (24.211%), 3.58 (24.211%), 14.57
(11.816%)
1 Tr 3.48 (39.211%), 3.59 (29.251%), 13.86
(1.19%)14.57 (10.785%)
2 Yaxcaba | Secas 30.0 83.4 Tr 3.48 (34.938%), 3.58(30.540%) 13.84(4.44%)
3 Tr 3.48 (47.172%) 3.58 (25.691%) 13.84 (1.26%)
1 Tr 3.32 (9.603%), 11.29 (11.982%), 11.94
(11.933%), 14.56 (9.233%)
2 Yaxcaba Lluvia 35 93.49 | Tr 3.49 (29.380%), 3.60 (16.218%) 13.89 (2.100%),
14.61 (12.096%)
3 Tr 3.49 (29.691%), 3.59 (15.821%), 13.86 (1.95%)
14.59 (13.547%)

El andlisis de los datos obtenidos nos muestra en la localidad de Oxcutzcab en la época
de secas la presencia de compuestos mayoritarios en el rango de los 3.47 min y 3.61min
que también se encuentran presentes en la época de lluvias, es decir, que son

compuestos que utiliza la planta en ambas épocas y por lo tanto su produccién no se ve
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modificada por las variaciones temporales; sin embargo, no se observan sefiales que
indiquen la presencia del compuesto 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-
cromen-4-ona en esta época, a diferencia de la época de lluvias en donde los cambios en los
factores abidticos estimularon la produccién del compuesto en bajas cantidades. Esto nos
sugiere que las bajas temperaturas no son Optimas para la produccién de la flavona
identificada, este caso es similar al reportado en las especies como Matricaria
recutita L.(manzanilla), Calendula officinalis L. (caléndula), Mentha piperita L.(toronjil de
menta) entre otras, que demandan épocas especifica de siembra o plantacion porque
requieren determinadas condiciones climaticas (mas bajas temperaturas e intensidad
solar), en tanto que numerosas especies tienen otras exigencias climaticas (mas bajas
temperaturas e intensidad solar y deben plantarse en la primavera (marzo-abril) porque su
follaje desaparece en la temporada invernal y han alcanzado la madurez necesaria para

ser recolectadas (Acosta 1995).

En la localidad de Sierra Papacal durante la época de secas observamos la presencia de
compuestos en el rango de 3.47 min y 3.61 min en los tres individuos ademas
identificamos los porcentajes de area mas altos registrados. En este sitio se reporto la
temperatura mas alta durante secas y la temperatura mas baja provocando un estrés por
sequia disminuyendo la absorcion de agua y los potenciales hidricos en las plantas, lo
que influye negativamente en varios procesos fisiolégicos y puede alterar la biosintesis de
MS (Ashrafia et al., 2018). En Sierra Papacal durante la época de lluvias observamos una
disminucién en la produccion de la flavona activa a pesar de un ligero aumento en la
temperatura (34°C), esto puede deberse a un incremento de la humedad (94.6%) que esta
afectando negativamente en la produccién de dicho compuesto causando un ambiente

menos favorable para la produccién en mayores cantidades.

En la localidad de Yaxcaba nuevamente observamos la presencia de compuestos
mayoritarios en un rango de 3.47 min y 3.61 min lo que nos habla de que ambos
compuestos son utiles para la planta durante todo el afio, independientemente de las
condiciones abioticas de su ambiente. Por otro lado, en esta localidad durante la época de
secas observamos la presencia en cantidades bajas de la flavona activa, lo cual se repite

en la época de lluvias, es decir que las condiciones de alta humedad no favorecen la
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produccién de dicho compuesto segun los resultados que podemos observar en este

trabajo.

Los resultados de este trabajo muestran una mayor produccién de la flavona 5-hidroxi-2(2-
hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona en los individuos de la localidad de
Sierra Papacal durante la época de secas presentando temperaturas de 33°C y 77% de
humedad, es decir, que el estrés por sequia causa un incremento notable en la produccion de
dicho compuesto lo que concuerda con lo reportado en la literatura sobre la influenza de este

tipo de estrés sobre la biosintesis de MS (Li et al., 2020)

En el cuadro 4.3 se aprecian los componentes que se registraron del extracto de
ACE/MeOH de las muestras colectadas en distintas regiones de Yucatan durante la
época de secas y la época de lluvias, identificados por el equipo de CG-EM. Los
resultados que se obtuvieron nos permitieron relacionar la presencia de dichos
componentes con las condiciones abitticas de cada localidad y entender como esta

especie responde a cambios en su entorno.
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Cuadro 4.3 Componentes presentes en el extracto de ACN/MeOH de las muestras colectadas
en distintas regiones de Yucatan durante la época de secas y la época de lluvias, identificados

por GC-EM
Componentes Componentes Componentes
Sitioy é d o d con porcentajes sitioy é d o d con porcentajes sitioy é ol 5 d con porcentajes
iti m, iti m iti m
Oy cpocaide ¢ .p'os e, decerteza | Abundancia (%) Oycpocaide ¢ .p’os e. decerteza | Abundancia (%) oy epocade € .p’os e. decerteza | Abundancia (%)
colecta retencion (min) i colecta retencion (min) . colecta retencion (min) X
superioresal superioresal superioresal
90% 90% 90%
- M:‘,'(:eslt;rl‘;e fcido9,12,15
358 clo- 11.26% 32 e G 349 |octadecatrieno| 3182
octadecanoico octadecadienoi ico
co
Acido9,12,15 ":e,;":sirfs -
Oxcutzcab 346 |octadecatrieno|  9.82% | sierra lluvias 3.24 HLEG 424 36 clco- 1168
lluvias ico octadecatrieno octadecanoico
ico Yaxcaba lluvias
BIB8 fitol 4.16% 11.95 Vitamina E 1.45 11.98 Vitamina E 4.68
. Acido9,12
o Acido o
11.96 Vitamina E 4.21% 3.59 X 17.83 3.42 octadecadienoi 3.94
octadecanoico
co
Metil éster del Metil éster del
12 acido 2.18% 11.99 acido 6.78 14.59 y-sitosterol 16.65
hexadecanoico hexadecanoico
Metil éster de Metil éster de Metil éster del
106 | Ad091215 138 13.97 Acdod,12 |y g 17.72 acdo 097
octadecatrieno octadecadienoi pentadecanoic
ico co 0
Sierraisecas Metil éster de
Oxcutzca secas Acido9,12,15
14.35 Metil estearato 1.9 14.06 s 9.35 14.35 Metil estearato 0,70
octadecatrieno Yaxcaba secas
ico
21.83 eicosano 1.33 14.35 Metil estearato 6.71 25.61 pentadecanal 0.65
23.81 Vitamina E 24.68 21.82 eicosano 22 29.17 Vitamina E 12.85
20.57 fitol 4.5 253 sitosterol 10.05 30.99 sitosterol 12.35
30.38 estigmasterol 3.44

En la seccién de resultados del capitulo 4 se indicaron los Tr de ciertos compuestos que
se presentaban de manera continua en las colectas, es decir, que sin importar la época o
el lugar se presentaban en mayor o menor cantidad. Tres de estos compuestos son el
acido octadecanoico (Tr=3.58 min) también conocido como acido estearico, el &cido
9,12,15 octadecatrienocio (Tr=3.46 min) y el &cido hexadecanoico (Tr=12min); éstos
acidos grasos han sido identificados como componentes de los aceites esenciales con
actividad larvicida y anti- Trypanosoma cruzi en plantas (Leyva et al., 2009;Rojas et al.,
2010). Por otra parte, el componente con tiempo Tr de 3.3min indicé la presencia de fitol,

observado mayormente en la localidad de Oxcutzcab. Cabe sefialar que este compuesto
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ha sido reportado con actividad antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis
(Mohamed et al., 1998).

Otro compuesto interesante identificado es la vitamina E, que se presenté en los tres
sitios de colecta, aunque se presentd en mayor cantidad en las localidades de Sierra
Papacal y Yaxcaba. Los componentes de la vitamina E (tocoferoles) son producidos en
los cloroplastos, poseen actividad antioxidante, son solubles en lipidos que son
sintetizados por plantas y otros organismos oxigenados fotosintéticos. y su funcion es
estabilizar los &cidos grasos poliinsaturados dentro de las bicapas lipidicas protegiéndolos
del ataque de lipoxigenasa (Shintani y DellaPenna, 1998).

El sitosterol (Tr= 30.38 min) y el stigmasterol (Tr=30.99 min) son compuestos que se han
presentado repetidamente en las colectas en los distintos sitios, aunque en cantidades
diferentes; sin embargo, su continua presencia sugiere que son compuestos que cumplen
funciones importantes, independientes a la época, como mencionan estudios previos que
sugieren su participacion en las actividades de sefializacion esenciales para el desarrollo
de la planta y la compensacion del estrés abidtico (Aboobucker y Suza 2019). La
presencia de estos compuestos nos habla de una especie sometida a un continuo estrés

ya gue como podemos ver se presentan en todos los sitios de colecta.
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CAPITULO V DISCUSION GENERAL

En este trabajo con base en los bioensayos de hemaglutinacién fue posible confirmar la
actividad biologica de los compuestos de C. yucatanensis, anteriormente estudiada por
Cetina Montejo y May May (2013-2014) y aislar esos compuestos de forma biodirigida,
con base en esto se realizd el primer estudio fitoquimico de extracto de acetonitrilo-
metanol de las hojas de C.yucatanensis. La fraccion polar resultante fue purificada hasta
obtener un flavonoide nunca antes reportado para esta especie, 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-
trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona, una flavona tetrametoxilada. Dicho compuesto
fue elucidado mediante la comparacién de los datos espectroscopicos con lo reportado en
la literatura para este compuesto (Kongkum N et al., 2012)

Con base al rendimiento de los extractos de acetonitrilo- metanol fue posible observar que
un aumento en la humedad incrementaba el rendimiento foliar de los individuos, esto fue
evidente al comparar los espectros de las tres localidades durante ambas épocas, y con
los datos proporcionados por los espectros de HPLC no fue posible ver que ciertos
metabolitos estan estrechamente relacionados a la humedad del ambiente, sin embargo,
utilizando la flavona aislada de C. yucatanensis como marcador nos fue posible ubicarla
en las colectas realizadas en las tres localidades del estado de Yucatan durante época de
secas (noviembre-diciembre) y época de lluvias (julio-agosto), los espectros que se
obtuvieron por CGM presentaron resultados que contrastaban con los obtenidos por los
espectros de HPLC ya que contrario a lo que se pensaba inicialmente, los resultados
indican la produccién de la flavona aislada no esta relacionada directamente con la
humedad del area, incluso se sugiere que la humedad afecta negativamente la produccién
de este metabolito, ya que observamos que la mayor produccién se encuentra en el area
con menor humedad mientras que cuando la humedad aumenta la concentracion

disminuye.
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Otro factor que se estudié en este trabajo es la temperatura y este es un factor que juega
un papel importante en la produccién de metabolitos secundarios, influye grandemente en
el crecimiento acelerado y en el equilibrio entre el proceso de fotosintesis y respiratorio y
por consiguiente en la produccion de los principios activos. En este trabajo podemos
observar que la produccion de dicho metabolito se relaciona con altas temperaturas
superiores a los 30° C, sin embargo, este nos es un factor determinante ya que podemos

observar gque las tres localidades presentan altas temperaturas.

Por dltimo, en relacién a la produccion de la flavona de interés, estos resultados confirman
la influencia de un tercer factor actuando de manera sinérgica a la temperatura para la
produccion de esta flavona, éste tercer factor parece ser la radiacion solar debido a que la
luz, esta estrechamente relacionada con la temperatura y varia con la estacion del afio y
la hora del dia. La luz favorece el crecimiento de los tejidos jovenes (WO, 1950). En este
trabajo identificamos que el individuo dos de Sierra Papacal presentaba la mayor
produccion de la flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona
con 10.01% de concentracion con condiciones de 33° y un porcentaje de humedad del
77%, siendo asi el area y la época mas aridas, ésta se encontraba expuesto a un mayor
estrés por radiacion solar lo que se confirma con lo dicho por Martinez-Flores en el 2002
que la produccién de flavonoides se relaciona con la necesidad de proteger al organismo
de la luz ultravioleta. Finalmente se puede argumentar que se ha podido demostrar cémo
la humedad y la temperatura estan relacionadas con la produccion del tejido foliar y que el
rendimiento de C. yucatanensis esta relacionado directamente con la humedad, mientras
que la produccibn de la flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-
cromen-4-ona) esta relacionada con otros factores. En este trabajo se sugiere que la
produccién de la flavona podria estar relacionada a un tercer factor, no evaluado en este

estudio, relacionado con la temperatura como lo es la luz.
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VI CONCLUSIONES

Se aisl6 e identifico por primera vez en las hojas de C.yucatanensis la flavona 5-hidroxi-
2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona del extracto de ACN/MeOH como
uno de los componentes responsables de la actividad anti-hemaglutinante del virus de
influenza A a una concentraciéon de 100 pg/mL, y se realizé el primer estudio fitoquimico

de la especie.

Se determiné que la humedad es un factor determinante en la produccion de biomasa en
ésta especie ya que se obtuvieron los mejores rendimientos en peso seco o extracto de

especies colectadas en época de lluvias que de secas.

Se sugiere que, para la produccion de la flavona activa, un tercer factor podria estar

influyendo en el incremento del compuesto, siendo éste la radiacion solar.

Se sugiere a la localidad de Sierra Papacal en época de secas, como el sitio para la

colecta y obtencién de cantidades mayoritarias de este compuesto activo.
PERSPECTIVAS

La flavona 5-hidroxi-2(2-hidroxi-3,4,5-trimetoxifenil)-7-metoxi-4h-cromen-4-ona debe ser
aislada nuevamente y evaluada con bioensayos de hemaglutinacién y determinar si se le
pueden realizar modificaciones estructurales relacionadas con la actividad citotéxica y su

eficacia contra el virus de la influenza A(HLN1), mediante distintas reacciones quimicas.

Realizar estudios de los factores de radiaciéon solar y suelo para determinar si se
encuentran relacionados con la produccion de la flavona activa en los mismos sitios de

colecta.

Realizar un estudio estadistico de los factores climéaticos que nos permita definir las
condiciones 6ptimas relacionadas con una mayor producciéon de los metabolitos con

actividad antiviral.
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Anexo 1 Perfil cromatégraficos de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 2 Perfil cromatografico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 3 Perfil cromatogréafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 4 Perfil cromatografico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 5 Perfil cromatografico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 6 Perfil cromatogréafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de secas por cromatografia por HPLC
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Anexo 7 Perfil cromatogréfico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia por HPLC.
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Anexo 8 Perfil cromatografico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia por HPLC.
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Anexo 9 Perfil cromatogréfico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia por HPLC.
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Anexo 10 Perfil cromatogréafico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC.
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Anexo 11 Perfil cromatografico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC
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Anexo 12 Perfil cromatogréafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC
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Anexo 13 Perfil cromatografico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC.
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Anexo 14 Perfil cromatogréafico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC.
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Anexo 15 Perfil cromatografico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC
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Anexo 16 Perfil cromatogréafico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC
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Anexo 17 Perfil cromatografico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

Anexo 18 Perfil cromatogréafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

102

Absorbance (mAU)

Absorbance (mAU)

55

50

45

. T M e T O Y N O 0 8 O O O

5.553 min

14.594 min

< c <
£ £ < £
£ £ £ s
= I o )
o = s I =
c £ E - o o w0
< IS
I =3 < £ £ Es
% 5o c g§ ssSEEEE FEE
= i ~o = gEEE @ como|
- o o5 = o B oo ao=
= % g 8% FRIP RS o
& © Ng L3 NEN|
4 T R
58 ===

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (min)

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC

30

25

n
o
|

THd Edd Edd Edd EL FELd FEL ELd FEL TEL A ]

5655
7832 min
10.430 min
4

3.992 min

7.001 min
54.236 min

17.061 min

0,105 mmin

751 min
21.540 min

i

200

11.734 min
9.184 min

13.708 min

T
3 min
56.472 min

min
n

40.043 min

min

min
min
46.063 min
474?‘5%@%@
1ik
g wé min
51.926 min
¥y e hih

4 0P8 M Rrin
P83

BRI

0

2= A ) e o e 0 e O
| |

! 1 1 | | ! ) !

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time (min)

durante la época de lluvias por cromatografia por HPLC.

60



Rendimientos
Fraccion Peso (mg) Porcentaje
%
1 0.018| 0.06792453
2 0.021| 0.07924528
3 0.0174| 0.06566038
4 0.008| 0.03018868
5 0.22| 0.83018868
6 0.3| 1.13207547
7 0.125] 0.47169811
8 0.84| 3.16981132
9 0.275| 1.03773585
10 1.033| 3.89811321

Anexo 19 Rendimientos de las fracciones de VLC del extracto de ACN de Caesalpinia

yucatanensis
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Anexo 20 DEPT de la fraccion CCG-4851
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Anexo 21 Perfil cromatogréafico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 22 Perfil cromatogréfico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia de gases

Abundance TIC: CYO-31 (15 JUL 20).D\data.ms
Ge+0T
5.5e+07
5e+07
4.5e+07
4e+07
3.5e+07

3e+0T

2 5e+07] 3.

13.93214.656

2e+07T

e L e e o e e N LR e e
Time--> 4.00 500 6.00 700 800 900 1000 1100 1200 41300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

Anexo 23 Perfil cromatografico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 24 Perfil cromatogréfico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 25 Perfil cromatogréfico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 26 Perfil cromatografico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 27 Perfil cromatogréafico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia de gases
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Anexo 28 Perfil cromatégrafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de secas por cromatografia de gases

Abundance TIC: CYO-22 (6 JUL 20).D\data.ms
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Anexo 29 Perfil cromatogréafico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Anexo 30 Perfil cromatogréfico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Oxkutzcab

durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Anexo 31 Perfil cromatogréfico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Anexo 32 Perfil cromatogréfico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia de gases

Abundance TIC: CYS-32 (6 JUL 20).D\data.ms
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Anexo 33 Perfil cromatogréafico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Sierra

Papacal durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Abundance TIC: CYY-12 (7 JUL 20).D\data.ms
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Anexo 34 Perfil cromatografico de la muestra uno de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Anexo 35 Perfil cromatogréafico de la muestra dos de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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Anexo 36 Perfil cromatografico de la muestra tres de C. yucatanensis del municipio de Yaxcaba

durante la época de lluvias por cromatografia de gases
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