PO ®;

0

CONACYT CICY

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Ciencias Biologicas

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIOXIDANTE DE
Cordia dodecandra, Melochia nodiflora Y Ruellia
nudiflora’Y AISLAMIENTO DE UN METABOLITO

SECUNDARIO

Tesis que presenta
CARLOS EDUARDO CASTILLO GARCIA

En opcion al titulo de

MAESTRO EN CIENCIAS

(Ciencias Bioldgicas: Opcién Biotecnologia)

Mérida, Yucatan, México

2021






CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN., A. C.
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

X

¢

-3
CICY

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de Carlos Eduardo
Castillo Garcia, titulado “Actividad antibacteriana y antioxidante de Cordia
dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora y aislamiento de un metabolito
secundario”, fue realizado en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la
Unidad de Biotecnologia, del Centro de Investigaciéon Cientifica de Yucatan, A.C.
bajo la direccién del Dr. Sergio Rubén Peraza Sanchez y en el Laboratorio de
Microbiologia de la Unidad Experimental Marista, de la Universidad Marista de
Mérida, bajo la asesoria de la Dra. Mariel Gullian Klanian, dentro de la opcion de
Biotecnologia, perteneciente al Programa de Posgrado en Ciencias Bioldgicas de este
Centro.

Z(r;tamente:
2

Dra. Cecilia’Hernandez Zepeda
Directora de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 28 de octubre de 2021.



DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccidn de Materiales y Métodps, _los
Resultados y Discusion de este documento proviene de las actividades de investigacion
realizadas durante el periodo que se me asigné para desarrollar mi trabajo de tesis, en
las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C., y
que a razon de lo anterior y en contraprestacion de los servicios educativos o de apoyo
que me fueron brindados, dicha informacién, en términos de la Ley Federal del Derecho
de Autory la Ley de la Propiedad Industrial, le pertenece patrimonialmente a dicho Centro
de Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya manifestado, reconozco que de igual
manera los productos intelectuales o desarrollos tecnolégicos que deriven o pudieran
derivar de lo correspondiente a dicha informacion, le pertenecen patrimonialmente al
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., y en el mismo tenor, reconozco que

si derivaren de este trabajo productos intelectuales o desarrollos tecnologicos, en lo

especial, estos se regiran en todo caso por lo dispuesto por la Ley Federal del Derecho

de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor de lo expuesto en la presente

Declaracion.
R~
g

flos Eduardo Castillo Garcia




Este trabajo se llevd a cabo en la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C. y en la Unidad Experimental Marista de la Universidad
Marista de Mérida y forma parte del proyecto titulado “Actividad antibacteriana y
antioxidante de Cordia dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora y aislamiento
de un metabolito secundario”, bajo la direccion del Dr. Sergio Rubén Peraza Sanchez y
de la Dra. Mariel Gullian Klanian.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el otorgamiento de la beca con
namero de apoyo 871876 durante el transcurso de la realizacibn de este trabajo de

investigacion.

Al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) por sus enseflanzas y uso de las
instalaciones del Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la Unidad de

Biotecnologia.

A la Universidad Marista de Mérida, por la realizacion de los bioensayos en el Laboratorio de
Microbiologia de la Unidad Experimental Marista.

Expreso mi eterna gratitud a mis asesores, los doctores Sergio R. Peraza Sanchez y Mariel
Gullian Klanian, por su paciencia, templanza y sabiduria a través del proceso de esta

investigacion.

Al M. en C. Luis W. Torres Tapia, del Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la
Unidad de Biotecnologia del CICY, por su auxilio, ensefianzas y supervision en las técnicas de
laboratorio empleadas en la parte experimental de mi tesis.

A la M. en C. Ma. Jo. Sanchez Solis y a la Dra. Mariana Delgadillo Diaz por sus ensefianzas,
animos y amabilidad haciendo amena mi estancia en el Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Marista de Mérida.

A la Dra. Marcela Gamboa Angulo, por sus aportaciones y firmeza en clase y examenes

tutoriales.

A la Dra. Blanca Marina Vera Ku, por sus consejos y sugerencias con la finalidad de mejorar el

trabajo de investigacion.

A la Dra. Blondy Canto Canché, por la revision de la tesis y sus consejos para mejorar su

contenido.

A Neptis A. Estrada Alfaro, Karla L. Castro Valencia y José Lisandro Mendoza Munguia, por

coincidir con mis locuras y ser excelentes amigos en la adversidad.



DEDICATORIAS

A mis padres, por su amor, carifio, sustento y orgullo.

A mi hermano, por motivarme y sacarme una sonrisa cuando lo anhelaba.
A mis abuelos, por ser el pilar de mi vida.

A mi, por ser resiliente, no perder la cordura y paciencia durante el proceso.

A Dios, por todo lo anterior.



INDICE

INTRODUGCCION ......ooiiiiiieite ettt ettt et ettt et esteeae et e stesteeraasaeeteatesreenens 1
(07N =11 U 1@ 1 OO RSRRSUSRPRRO 3
ANTECEDENTES. ...ttt e e ettt ettt e e e e e e e eetab e e eeaeas 3
1.1. Enfermedades de transmisién alimentaria................... iError! Marcador no definido.
A = Y- Toa (] AT iError! Marcador no definido.
1.3. AntibiGticos y resistencia DacCteriana ..........ooocuviiiiiiiiiiiiiiii e 4
1.4. Microorganismos de transmision alimentaria........ccccccoiiiiiieiiiiee e 5
1.5. Actividad antioXidANTE .......covviiiiiiiiiiiiiiieiiee ettt 8
1.6. Uso de plantas MediCINAIES .........coviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee ettt 9

1.7. Plantas medicinales candidatas para evaluacion antibacteriana y capacidad

2T 0 0Tq o = TR 11
1.8. Técnicas cromatogratiCas..........cccvuieiuiniiiiiiiir s s eaees 17
1.9. Técnicas eSPECIrOSCOPICAS. ....cumruriereriirriererarrraramraraaranamrarsararansnraraaranrnrarnnns 18
JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt et ettt b e te et et ensans aanaees 20
[ L] O ST TSP PPTUPPTR 21
OBJETIVO GENERAL. ...ttt e et e e et eeaaa s 21
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt 21
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..ottt et e e et eeeaeans 22

CAPTTULOD 1 oo ettt e et et e e e e 23




ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PLANTAS MEDICINALES........cccooiiiii e 23

2.1 INTRODUGCCION. ....ocviiiiieeeie ettt ettt eteete et et e eteatesreeneseaeaanareeneens 23
2.2. MATERIALES Y METODOS. ....oeitieiecee ettt ete e aae e eaeaneaneanens 23
2.2.1. EleCCION A€ PIANTAS ...ccoiiiiiiieiiee ettt 23
2. 2.2, 0 O A e 24
2.2.3. Procesamiento y extraccion de material vegetal .............coovvviiiiiiiiiiieenceeiiiinnnnn, 24
2.2.4. Evaluacion de activdad antibacteriana............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiic 26
2.3, RESULTADOS. ...ttt e et e e et e e e et e e e eraa s 27
2.3.1. Rendimiento de plantas mediCiNalesS........cccceviieeiiiiiiiiiiie e 27
2.3.2. Evaluacion de actividad antibacteriana............ccccvveiiiiiiiniiiiii 28
2.4, DISCUSION. ..ottt ettt ettt et e et e e e e e et e etesteereenseneeareareeneens 32
(07N =11 U 1@ 1 | SRR 35
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ......cviiieieee e 35
3.1 INTRODUGCCION. ...ttt ettt ee et s s e aene e 35
3.2. MATERIALES Y METODOS. ..ottt ettt eneare e 36
3.2.1. Cuantificacion fitOQUIMICA. ......cciiiiiiiiiiiiiiie e 36
3.2.1.1. FENOIES TOTAIES ... 36
3.2.1.2. FIavonOides tOTaIES ... .o 37
3.2.1.3. Flavonoides gliCoSilados .....ccoooiieiieeeee e 37
3.2.2. Capacidad antioXidaNTe .......ccooeiieeieeeee e 37




3.2.2.1. Ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) .........ccccceiiiiiiiiiiinnn. 37

3.2.2.2. Ensayo del radical &cido 2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

3 1) TN 38
3.2.2.3. Ensayo de cinética de poder reductor antioxidante férrico (FRAP)............. 38
3.3 RESULT ADOS. ..ttt e et e e e et e e e et e e e aea s 39
3.3.1. Cuantificacion de fenoles y flavonoides .........ccoovvviiiiiiiiiie e, 39
3.3.2. Capacidad antioXidante.........couuiiiiii i e 39
3.3.3. Bioautografia directa con DPPH ...........ooiiiiiiiiii e 42
3.4 DISCUSION. ...ttt ettt ettt e et e et e te et et e eteataereeneenaeareareeneens 44
CAPITULO IV .ottt ettt et et et e s teere e e naeateareeneens 47

AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS DE CORDIA

DODECANDRA et e et e e e e et e e e e e an e e eanans 47
4.1 INTRODUGCCION. ..ottt ettt ettt et eeaeatesaeeeeeaesreareannas 47
4.2. MATERIALES Y METODOS. ....ccoiiuieieiecte ettt eae e eae e eneaneareanens 47
4.2. 1. Material VEGELAl .......coooe i 47
4.2.2. Aislamiento CromatOgrafiCo ...t a7
4.2.3. ElUCIACiON @StrUCTUTAL ..ot 48
4.3. RESULTADOS Y DISCUSION. ..ttt e et e e e et aeeaanaaaees 49
(O A I U 64
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. ..ttt rerensrs s s sansasnmsnmsna s snnnnnmennnnes 64
5.1, CONCLUSIONES. ...ttt iiietreeeraesan s s saa s s e sansanaansansanaansansananannaanannsnnnnnnns 64




LS e Y e O I Y 65

BIBLIOGRAFFIA . et e e e 66

ANEXO S, .ot e e e e e 79




LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1. Pared celular bacteriana: A. Gram-positiva y B. Gram-negativa..........c.cccccceevecvvvneneeeennn. 4
Figura 1.2. Principales clases de compuestos bioactivos en plantas...........cccoccvvveeeeecciiicciinnennnn. 10
Figura 1.3. Estructura de alicina, compuesto aislado de A. sativum... ........cccceevvieeiniiie e 10
Figura 1.4. Distribucién de C. dodecandra en la peninsula de YUCatan..........c.cccovceriiieeniieeenineene 12

Figura 1.5. Arbol de ciricote (Cordia dodecandra). A. Arbol y hojas, B. Tronco, C. Flor, D. Fruto.. 13

Figura 1.6. Hoja de Melochia nodiflora SWartz. ...........cccccoiiiiiiiiiici e 15
Figura 1.7. Hierba de Ruellia nudiflora (Engelmy A. Gray) Urb.... .....ccccuvvivimininiiiiinieinininieinenininn. 16
Figura 2.1. Procesamiento y extraccion del material vegetal ............cccvveveveeiiiiiiiiieeece e, 25
Figura 2.2. Diagrama de flujo de bioensayo por agar difusion.... .......cccccceveeiiiiiiiieeeece e, 27

Figura 2.3. Evaluacion de inhibicién de crecimiento bacteriano por el método de agar difusion.... 29

Figura 2.4. Evaluacion de las fracciones de corteza de C. dodecandra por el método de agar
BIUSTION . e e 30

Figura 3.1. Esquema general metodol6gico de la evaluacién del analisis fitoquimico y capacidad

=L a1i0) [0 F= Va1 (TSR 36

Figura 3.2. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH (2,2-difenil-1-pricrilhidrazilo)....................... 40

Figura 3.3. Porcentaje de inhibicién del radical ABTS (acido 2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolin)-6-

L1010 a1 eTo ) IR PP 40
Figura 3.4. Cinética de reacciéon FRAP (Ferric Reducing Antioxidant POwer)..........cccccccovvvvvveee..n. 41
Figura 3.5. Bioautografia directa con DPPH al 0.2% de subfracciones de CDC-3c (AcOEY).......... 43
Figura 3.6. Bioautografia directa con DPPH al 0.2% del compuesto CDC-14al (AcOEt). ............. 43

Figura 4.1. Aislamiento cromatogréafico de compuestos de corteza C. dodecandra (CDC-14a-1)..ijError! Marcador no def

Figura 4.2. Cromatograma CLAR del compuesto CDC-14al.......... iError! Marcador no definido.0

Figura 4.3. Espectro de infrarrojo del compuesto CDC-1481. ........coocuuiiiiiieeiiiiiiiiieeee e 51




Figura 4.4. Espectro de masas del compuesto CDC-14a1.......ccccoaiiiiiiiiiiieaeiiiiieee e 52

Figura 4.5. Espectro de *H-RMN del compuesto CDC-14a1.. ......ccceceiiiiieiiieeeiiee e 53
Figura 4.6. Correlaciones en el espectro COSY del compuesto CDC-14al.. ......cccccceeeevivcnvvvnennnnnn. 54
Figura 4.7. Estructuras parciales obtenidas a partir del espectro COSY. .......cccccvvveeeeeevivciinneeneenn. 55
Figura 4.8. Espectro de 13C-RMN y DEPT-135 del compuesto CDC-14al.........cccccceevvveeeeirneeeennne, 56
Figura 4.9. Correlaciones en el espectro HSQC del compuesto CDC-14al.......ccccccceeeeviicvvnnennnnnn. 57

Figura 4.10. Regién del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones a 2.58

ppm (linea roja) y 2.99 ppm (linea azul) con diferentes a&tomos de carbonos..............cccceevviieeennnn 58

Figura 4.11. Primera parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando la correlacion segun
EI HMBC ... oottt ettt e e e e e ettt e e ee e e s s asa e e e et e eeeeaa s babe e et e e e e e aannbeteeeeeee e e e nnraraeeeeens 58

Figura 4.12. Regi6n del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones a 5.22

ppm (linea verde) y 5.77 ppm (linea amarilla) con diferentes atomos de carbonos......................... 59

Figura 4.13. Segunda parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando la correlacion
SEQUN I HIMBC... ..ttt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e s e babaeeeaeeessanteteeeeeeeaesnntanneeeaens 60

Figura 4.14. Region del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones a 6.71

ppm (linea rosa) y 7.20 ppm (linea violeta) con diferentes atomos de carbonos............cccoecvveeenee 61

Figura 4.15. Tercera parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando las correlaciones

SEOUN B HMBC ... ittt e e bt e e bttt e o bbbt e e s bbbt e e s bbb e e e s nbt e e e s annneeas 62
Figura 4.16. Correlaciones de HSQC (—) y COSY (=) de CDC-14al.. .......ccooiuiiiiieieiiiniiiiiieeenn. 62
Figura 4.17. Correlaciones de HMBC (—) de CDC-1481.. ......ccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeeiieee e 62
Figura 4.18. Estructura propuesta para el compuesto CDC-14aT... ..o 62

Vi




LISTADO DE TABLAS

Tabla 1.1. Patdgenos prioritarios para la investigacién y desarrollo de nuevos antibiéticos segun la

Tabla 2.1. Especies vegetales medicinales que se eligieron y se colectaron para su evaluacion. . 24
Tabla 2.2. Rendimiento de extractos organicos de plantas medicinales ...........c.cccoocoeiiiieniiennnens 27

Tabla 2.3. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de las diferentes partes vegetales
de C. dodecandra, M. nodiflora y R. NUIfIOra. ...........cooiiiiiiiiii e 29

Tabla 2.4. Actividad antibacteriana de las fracciones de corteza de C. dodecandra (CDC). .......... 31

Tabla 3.1. Cuantificacién de fenoles y flavonoides de los extractos metanélicos de Cordia
dodecandra y Melochia NOdiflora. ... 39

Tabla 3.2. Diferencias significativas entre extractos en la prueba FRAP. .........ccccccvvvii 42
Tabla 4.1. Desplazamientos quimicos de *H-RMN (600 MHz, CD30OD) del compuesto CDC-14al..53

Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos de ¥C-RMN (150 MHz, en CD3:OD) y DEPT-135 del

COMPUESEO CD 1481ttt r e e e e et e e e e e s e s e et e e e s e s neeeeeeas 56
Tabla 4.3. Asignaciones del compuesto CDC-14aL........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 63
Tabla Al. Actividad biolégica de extractos y compuestos aislados del género Cordia.. ................. 79

Tabla A2. Compuestos fitoquimicos aislados e identificados con actividad antibacteriana en
€SPECIES Al ENEIO CONTIA.. .uvvriiiieiei it e e s e e e e e s et e e e e e e e s et b re e e eeeesesnaarrraeeeeeas 82

Vii







ABREVIATURAS

CCD  Cromatografia en Capa Delgada

CLAR Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

CDC  Cordia dodecandra corteza

ERO  Especies Reactivas de Oxigeno

RL Radicales Libres

HAT  Transferencia de Atomos de Hidrégeno

ET Transferencia de Electrones

tr Tiempo de Retencion

RMN  Resonancia Magnética Nuclear

COSY Correlation Spectroscopy

HSQC Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy
HMBC Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

Viii




RESUMEN

En la actualidad, la resistencia a los antibioticos es considerado uno de los mayores problemas
de salud publica a nivel mundial, siendo mas frecuente en infecciones bacterianas asociadas al
tracto respiratorio, diarrea, meningitis, sifilis, gonorrea y la tuberculosis, causando la mayoria de
las infecciones mortales. De acuerdo con la Organizacibn Mundial de la Salud, las
enfermedades transmitidas por alimentos de origen bacteriano son de las principales muertes
relacionadas a diarrea. Una alternativa viable para la busqueda de nuevos compuestos activos
contra este problema es el uso de la medicina tradicional. En la medicina tradicional maya, la
corteza de Cordia dodecandra, la hoja de Melochia nodiflora y la planta entera de Ruellia
nudiflora son empleadas para tratar infecciones gastrointestinales y respiratorias. En estas
plantas su actividad bioldgica es limitada y su fitoquimica es desconocida; al mismo tiempo, las

plantas de estos géneros han mostrado tener actividad antibacteriana y antioxidante.

En este trabajo se realiz6 una comparacion de la actividad antibacteriana y antioxidante de los
extractos metandlicos de las especies vegetales, siendo seleccionado el extracto de corteza de
C. dodecandra, del cual la fraccion de acetato de etilo mostré actividad antibacteriana contra
distintas cepas bacterianas patégenas del humano, asi también como actividad antioxidante
por cuantificacién e inhibicion de radicales libres. De esta fraccion activa se logré aislar y
elucidar estructuralmente el compuesto nombrado como CDC-14al que resulté ser novedoso

tanto para C. dodecandra como para el género Cordia.




ABSTRACT

At present, resistance to antibiotics is considered one of the major public health problems
worldwide, being more frequent in bacterial infections associated with the respiratory tract,
diarrhea, meningitis, syphilis, gonorrhea, and tuberculosis, causing most of the deadly
infections. According to the World Health Organization, foodborne illnesses of bacterial origin
are among the main deaths related to diarrhea. A viable alternative for the search for new active
compounds against this problem is the use of traditional medicine. In traditional Mayan
medicine, the bark of Cordia dodecandra, the leaf of Melochia nodiflora, and the entire plant of
Ruellia nudiflora are used to treat gastrointestinal and respiratory infections. In these plants,
their biological activity is limited and their phytochemistry is unknown; at the same time, the

plants of these genera have shown to have antibacterial and antioxidant activity.

In this work, a comparison was made of the antibacterial and antioxidant activity of the
methanolic extracts of the plant species, being selected the bark extract of C. dodecandra,
whose ethyl acetate fraction showed antibacterial activity against different human pathogenic
bacterial strains, as well as antioxidant activity by quantification and inhibition of free radicals.
From this active fraction, the compound named CDC-14al was isolated and structurally
elucidated, which turned out to be novel for both C. dodecandra and the genus Cordia.







INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias, virus, hongos y parasitos continlan
siendo una gran amenaza para la salud publica (Cos et al., 2006). A pesar de los avances de
investigacion microbiolégica, el incremento de la resistencia microbiana por la presion selectiva
gue representa la utilizacion de antibiéticos a gran escala, ha permitido el desarrollo de cepas
con mecanismos de resistencia que, en muchas ocasiones, nos dejan con pocas alternativas
para el tratamiento de las infecciones (Okeke et al., 2005). La investigacion de plantas
medicinales es considerada como un enfoque viable para descubrir nuevos agentes bioactivos

para resolver problemas generalizados de salud publica (Harvey y Edrada-Ebel, 2015).

Histéricamente se ha demostrado que los productos de origen vegetal tienen un papel
importante en el arsenal terapéutico a nivel internacional (Cafiigueral et al., 2003). Hoy en dia
muchos paises utilizan plantas para tratar diferentes patologias incluyendo enfermedades
infecciosas de las vias respiratorias, gastrointestinales, urinarias y sistemas biliares (Rios y
Recio, 2005).

Por otro lado, actualmente existe una fuerte tendencia a buscar fuentes naturales de
antioxidantes disponibles y eficientes para diversas aplicaciones como en las industrias
alimentarias, en el area farmacéutica, para tratar enfermedades neurodegenerativas, diabetes,
cancer, trastornos cardiovasculares, procesos inflamatorios e infecciones, y en la cosmética,

dirigida al proceso de envejecimiento, entre otras (Sindhi et al., 2013).

Es importante la investigacion de productos naturales que a menudo se basa en informacion
etnobotéanica y cabe decir que muchos de los farmacos utilizados hoy en dia se desarrollaron a
partir de plantas medicinales empleadas en las sociedades indigenas. Muchos de estos
estudios han sido asociados sobre el uso tradicional de plantas medicinales con analisis

fitoquimicos y farmacoldgicos para el desarrollo de nuevos farmacos (Heinrich, 2010).

La riqueza biol6gica de México es relevante debido a su diversidad cultural, donde su larga
historia se ha traducido en el desarrollo de una vasta tradicion etnobotanica, la cual incluye el
conocimiento, el uso y el manejo de una gran cantidad de especies vegetales a través de
complejas formas de interaccion entre las comunidades locales y su entorno vegetal. El

territorio mexicano es una regién cultural y ecolégicamente diversa, siendo una gran cubierta




vegetal a nivel de especies (Caballero et al., 1998). El uso de plantas en México ha sido
documentado desde tiempos prehispanicos (Viesca et al., 2003). Un inventario actualizado de
plantas vasculares nativas de México registra 23,314 especies, distribuidas en 2,854 géneros,
297 familias y 73 érdenes (Villasefior, 2016). No obstante, queda por explorar el nivel de uso de
las plantas medicinales por parte de los profesionales de la salud en México (Alonso-Castro et
al., 2017).

Cabe mencionar que en la peninsula de Yucatan para la flora vascular se han registrado 168
familias, 970 géneros y 2,372 especies, de las cuales 99 familias se encuentran exclusivamente
en Campeche, Quintana Roo o Yucatan (Duno et al.,, 2018). Hasta el momento, se han

registrado 680 especies de plantas para uso medicinal (Duran-Garcia et al., 2016).

En el presente proyecto de tesis se evaluaron, por medio de ensayos piloto, tres especies
vegetales nativas de la peninsula de Yucatan utilizadas en la medicina tradicional maya poco
estudiadas: Cordia dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora. El estudio se planted
para determinar sus propiedades fitoquimicas y farmacoldgicas a partir del conocimiento
etnobotanico, y se selecciond la especie vegetal Cordia dodecandra A. DC. para llevar a cabo

un andlisis farmacolégico y fitoquimico.







CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1. Enfermedades de transmisioén alimentaria

Las enfermedades de transmisién alimentaria (ETA) abarcan un amplio espectro de dolencias y
constituyen un problema de salud publica creciente en todo el mundo. La manifestacion clinica
méas comun de una enfermedad transmitida por los alimentos consiste en la aparicion de
afecciones gastrointestinales, donde la diarrea es el sintoma agudo més frecuente. Las
infecciones diarreicas se presentan cada afio en unas 550 millones de personas y provocan
230,000 muertes (OMS, 2017).

Se estima que cada afio las enfermedades diarreicas cobran la vida de 2.2 millones de
personas, presentandose en personas de 20 a 40 afios; los nifios y los ancianos son los que

suelen sufrir sus efectos fulminantes (OMS, 2017; Hernandez et al., 2011).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son generalmente de caracter infeccioso o
téxico y son causadas por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que penetran en el
organismo a través del agua o los alimentos contaminados. En la actualidad es probable que
las infecciones bacterianas sean responsables de una proporcién cada vez mayor de muertes

relacionadas con la diarrea (OMS, 2017).

1.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fisibn binaria, la
mayoria son de vida libre e integran el reino procariota y presentan tres formas basicas: las
bacterias esféricas o cocos, las alargadas o bacilos y las curvadas o espirilos. Se clasifican en

bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

1. Gram-positivas: constituidas principalmente por peptidoglicano. Contienen una gran
cantidad de &cido teicoico, teniendo la funcion de estabilizar la pared celular y un rol de
virulencia, actuando como antigeno de superficie que se une a receptores especificos en

las células del huésped (Figura 1.1).

2. Gram-negativas: poseen tres zonas: la membrana plasmaética, el espacio periplasmico, que
incluye una fina capa de peptidoglicano, y la membrana externa, exclusiva de las bacterias

Gram-negativas. Esta Ultima, es una bicapa lipidica anfipatica que sirve de barrera
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protectora, evitando o disminuyendo la entrada de sales biliares, antibioticos y otras
sustancias toxicas que podrian destruir o lesionar la bacteria (Figura 1.1) (Pérez y Mota,
2010).

Membrana

extema ~\__
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Figura 1.1. Pared celular bacteriana: A. Gram-positiva y B. Gram-negativa.

1.3. Antibiéticos y resistencia bacteriana

Los antibiéticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las infecciones bacterianas
(OMS, 2018). Son sustancias antimicrobianas producidas por diversas especies que suprimen
el crecimiento de otros microorganismos, difieren en cuanto a sus propiedades fisicas,
guimicas y farmacoldgicas, su espectro antimicrobiano y su mecanismo de accion (Goodman y
Gilman, 2007).

1.3.1. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es la capacidad de una bacteria para sobrevivir en
concentraciones de antibidtico que inhiben y matan a otras de la misma especie (Alés, 2015).
Hoy es una de las mayores amenazas para la salud mundial, veterinaria, seguridad alimentaria,
agricultura y el desarrollo de antibiéticos. De acuerdo con un informe de la OMS, la resistencia
es mas frecuente en casos de infecciones bacterianas que causan la mayoria de las
infecciones mortales en todo el mundo, tales como enfermedades del tracto respiratorio,

diarrea, meningitis, sifilis, gonorrea y la tuberculosis (OMS, 2018).

Para el afio 2050 las muertes relacionadas con la resistencia bacteriana podrian superar las
defunciones por cancer. La OMS establecio una lista de “patdgenos prioritarios” resistentes a

los antibioticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud




humana, elaborada con la finalidad de guiar, promover la investigacion y desarrollo de nuevos
antibidticos para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los antibiéticos
(Tabla 1.1) (OMS, 2017).

Tabla 1.1. Patdgenos prioritarios para la investigaciéon y desarrollo de nuevos antibiéticos segin la
OMS.

Bacteria: Resistencia a:

Prioridad critica

Acinetobacter baumannii

) Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia Carbapenémicos, productoras de B-
sp. y Proteus sp. (Enterobacteriaceae) lactamasas de espectro extendido

Prioridad elevada

Enterococcus faecium Vancomicina

Meticilina (resistencia intermedia) y

Staphylococcus aureus o
vancomicina

Helicobacter pylori Claritromicina

Campylobacter sp.

Fluoroquinolonas
Salmonella sp.

Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas y fluoroquinolonas

Prioridad media

Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella sp. Fluoroquinolonas

1.4. Microorganismos de transmision alimentaria
1.4.1. Staphylococcus aureus

Son estafilococos patdgenos, Gram-positivos, agentes causales de la mayoria de las
infecciones, causando foliculitis, meningitis, neumonia y gastroenteritis por intoxicacion
alimentaria; se caracteriza por producir coagulasas, elaborar toxinas citoliticas, enzimas
estafilococicas y sintetizar en su mayoria un pigmento amarillo dorado que colorea las colonias
(Pumarola et al., 1987).




La patogenia es debida a la accion de antigenos de superficie, fermentos y enterotoxinas. Las
enterotoxinas presentan la propiedad de ser resistentes al calor y al jugo gastrico. Se fijan en
receptores nerviosos del tubo digestivo, produciendo nauseas, vomitos y diarrea por su accién
estimulante del centro del vomito del sistema nervioso central, inhibiendo la absorcion del agua
y sodio en el intestino delgado (Addis y Sisay, 2015). Para producir cantidades suficientes de
enterotoxinas estafilocécicas y causar enfermedad se requiere al menos 10° UFC (Bathia,
2007).

1.4.2. Escherichia coli O157:H7

Es una enterobacteria Gram-negativa poco exigente y resistente a los agentes externos,
fermentadora de una amplia variedad de azUcares, movil con flagelos peritricos y a menudo
fimbriados. El serotipo de E. coli O157:H7 o enterohemorragica se ha presentado en nifios,
adultos y animales. Produce una citotoxina llamada verotoxina, principal fuente de intoxicacion
alimentaria por E. coli en humanos provocando diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y

sindrome urémico hemolitico (Pumarola et al., 1987).

La verotoxina, homologa de la toxina tipo shiga producida por Shigella dysenteriae, provoca
secrecion celular destruyendo a las células epiteliales del colon causando acumulacién
localizada de liquidos y lesiones por desprendimiento en el colon (Addis y Sisay, 2015). Esta
bacteria puede crecer a temperaturas que oscilan entre 7 y 50 °C, con temperatura 6ptima de
37 °C, pudiendo proliferar en alimentos &acidos, hasta a un pH de 4.4 (OMS, 2018). Es
altamente virulenta, con una dosis infecciosa baja: una inoculacion de 10 a 100 UFC de E. coli
0157:H7 es suficiente para causar infeccion, en comparacion con la densidad de mas de un

millébn de UFC necesarias para otras cepas patégenas de E. coli (Ewen et al., 2010).
1.4.3. Salmonella sp.

Son enterobacterias moviles Gram-negativas que pueden producir gastroenteritis 0 enterocolitis
y fiebre tifoidea. Poseen endotoxinas y toleran acidos en las vesiculas fagociticas. Con pocas

excepciones no fermentan la lactosa (Pumarola et al., 1987).

Presentan fimbrias asociadas con su capacidad de adherencia en las células epiteliales del
intestino delgado, y antigenos superficiales O y H relacionados con la virulencia, que le
permiten sobrevivir en el interior de los fagocitos y de penetrar e invadir la célula del hospedero.

Al llegar las bacterias al intestino, donde se adhieren a las células de la mucosa, penetran e




invaden el epitelio donde se multiplican y producen una reaccién inflamatoria con pérdida de
agua, electrolitos y produccion de diarrea (Addis y Sisay, 2015). Los estudios indican una dosis
infecciosa alta, mostrando la infeccién de 10° a 10° UFC (Ewen et al., 2010).

1.4.4. Klebsiella sp.

Son enterobacterias inmoviles, Gram-negativas con una capa prominente de polisacéridos.
Implicadas en neumonia, infecciones del tracto urinario, meningitis, sepsis (K. pneumoniae) e

infecciones en tracto digestivo, colitis y faringitis aguda (K. oxytoca) (Pumarola et al., 1987).

Desarrollan una capsula que actia como factor determinante en la virulencia de la bacteria
protegiendo al microorganismo de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y de los
factores bactericidas séricos, inhibiendo la activacién del complemento, especialmente del C3b.
Los pilis son fundamentales en el proceso infeccioso por la adherencia del agente a las células
del hospedero, lo cual conlleva a la proliferacién de patdgenos potenciales y puede conducir a

infecciones (Lépez y Echeverri, 2010).
1.4.5. Brucella sp.

Son pequefios bacilos Gram-negativos inmoviles causantes de brucelosis a consecuencia de
zoonosis. Pueden penetrar la piel macerada o0 mucosa, sobre todo las de tracto digestivo,

respiratorio o conjuntival provocando bacteriemia (Pumarola et al., 1987).

Carece de los factores de virulencia clasicos que se han reportado en otros Gram-negativos,
tales como: toxinas, pilis o flagelos. A pesar de esto, es una bacteria asombrosamente
virulenta, siendo la dosis minima infectante desde 10 hasta 100 células. Es una bacteria
intracelular, capaz de evitar la fusion del fagosoma con los lisosomas, ademas de soportar el
pH &cido del fagosoma permitiendo su supervivencia y la evasion de los diversos mecanismos

antimicrobianos que poseen los macréfagos (Guzman-Hernandez et al., 2016).




1.5. Actividad antioxidante

Un radical libre es aquella especie quimica que tiene en su estructura uno o mas electrones no
apareados. Son altamente reactivos y son clave para formar otros radicales libres en cadena,
en una rapida propagaciéon con moléculas aledafias y provocando mayor dafio potencial,
liberdndose durante el metabolismo humano; y también se producen por contaminantes
ambientales, radiaciones, consumo de drogas toxicas, alimentacién inadecuada y estrés
(Nunez-Sellés, 2011). Estos compuestos inducen dafio oxidativo a las biomoléculas, pudiendo
causar muchas enfermedades, como la aterosclerosis, el envejecimiento, el cancer, la diabetes

mellitus, inflamacion y enfermedades autoinmunes (Tlili et al., 2013).

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) incluyen a los radicales libres (RL) y a moléculas
derivadas del oxigeno de interés bhioldgico con una elevada reactividad, capaces de producir
radicales libres en el organismo humano (Nufiez-Sellés, 2011). En plantas, existen estudios
gue muestran que la fotosintesis es la fuente de ERO (Foyer y Shigeoka, 2011). Sin embargo,
las plantas tienen sistemas de defensa contra las ERO por lo que su formacion y su eliminacion

esta en equilibrio (Pandhair y Sekhon, 2006).

Por otra parte, un antioxidante es una sustancia que forma parte de plantas o alimentos y
teniendo la capacidad de prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las
funciones fisiolégicas normales de los humanos, posee la capacidad de donar electrones
neutralizando radicales libres (Coronado et al.,, 2015). Los antioxidantes se derivan
principalmente de alimentos y plantas medicinales, como frutas, verduras, cereales,

champifiones, bebidas, flores y hierbas medicinales tradicionales (Xu et al., 2017).

Los compuestos antioxidantes exhiben propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas,
antimicrobianas, antimutagénicas y antialérgicas (Shebis et al., 2013). Las plantas contienen
una gran variedad de moléculas defensoras eliminadores de radicales libres, como flavonoides,
antocianinas, taninos, lignanos, carotenoides, glutatiéon y vitaminas (Chiang et al., 2013; Agati
et al., 2012; DellaPenna y Pogson, 2006).

Para evaluar las capacidades antioxidantes de los extractos de productos naturales, se han
desarrollado diferentes ensayos de evaluacion con diferentes mecanismos de acciéon (Sun et
al., 2017), por ejemplo, los ensayos basados en la transferencia de &tomos de hidrogeno (HAT-
transfer, por sus siglas en inglés) que miden la capacidad de un antioxidante para extinguir los

radicales libres mediante la donacién de atomos de hidrégeno como el ensayo de capacidad de
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oxigeno de absorbancia de radicales (ORAC, por sus siglas en inglés) que mide la capacidad
antioxidante que rompe la cadena radical al monitorear la inhibicion de la oxidacion por el

radical perdxido (Cao et al., 1993).

Los ensayos en la transferencia de un solo electrén (ET-transfer, por sus siglas en inglés)
detectan la capacidad de un antioxidante para transferir un electron para reducir iones
metalicos, carbonilos y radicales. Ejemplos son los ensayos de Folin-Ciocalteu, el cual esta
basado en la oxidacion de compuestos fendlicos en una disolucion alcalina (Singleton y Rossi,
1965); el ensayo de poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP), basado en la reduccién de
Fe* a Fe™ por antioxidantes en presencia de un ligando formando un complejo colorimétrico
de Fe*? (Benzie et al., 1996); y los ensayos combinados (HAT-ET) como el ensayo del radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y el radical &acido 2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS), ambos basados en la reduccion de absorbancias por transferencia de 4tomos
de hidrégeno o de electrones, generando un cambio especifico en la coloracién de la disolucion
(Re et al.,1998; Brand-Williams et al., 1994; Blois, 1958).

1.6. Uso de plantas medicinales

Como expresa la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se entiende como medicina
tradicional o popular al conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias,
creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados
para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagnéstico, la mejora o el

tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (OMS, 2018).

Las plantas medicinales tradicionales pueden considerarse una parte importante de la
etnofarmacologia, que involucra el estudio cientifico de los materiales utilizados por los grupos
étnicos y culturales como "medicina”; es sinénimo de estudio de las medicinas tradicionales
(Evans y Trease, 2009). Las plantas medicinales se han convertido en el foco de inspiracién de

muchos estudios farmacoldgicos que buscan probar sus usos tradicionales (Maroyi, 2013).

Los principales grupos de compuestos que son responsables de la actividad antimicrobiana de
las plantas incluyen los fenoles, &cidos fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides, taninos,
coumarinas, terpenoides y alcaloides (Figura 1.2) que son sintetizados y depositados en partes

especificas o en toda la planta (Ciocan y Bara, 2007).




Compuestos Quinonas Flavonas, flavonocides Coumarinas

fendlicos y flavonocles
=}
HDB/WCOOH l 0 O m
HO (8] 8]
s O
Taninos Terpenoides Alcaloides

HE - g &b
= B ; - P

Figura 1.2. Principales clases de compuestos bioactivos en plantas.

Muchos medicamentos actualmente comerciales en la medicina moderna se usaron
inicialmente en forma cruda en las practicas de curacion tradicionales o populares, que
sugerian una actividad biolégica potencialmente util (Ciocan y Bara, 2007). Aunque la mayoria
de los antibidticos utilizados clinicamente son producidos por microorganismos del suelo u
hongos, las plantas también han sido empleadas como fuente de antibidticos (Evans y Trease,
2009).

Ejemplos de antimicrobianos obtenidos de plantas son el acido sérbico producido por Sorbos
aucuparia L., que antagoniza el desarrollo de hongos; berberina por Berberis vulgaris L., que
afecta a diversos gérmenes como bacterias, hongos y protozoarios causantes de célera y
leishmaniasis cutanea; timol por Thymus vulgaris L., bactericida y fungicida; umbeliferona por

Hieracium pilosella L., que es efectiva contra la brucelosis (Lazo, 1991).

La planta cuya accion antimicrobiana se conoce desde hace mas tiempo es Allium sativum
(ajo); utilizada durante la edad media para el tratamiento y prevencion de la peste bubdnica.
También hay comunicaciones de médicos que acreditan la acciébn de A. sativum en la
tuberculosis pulmonar, entre otras patologias (Bolton et al., 1982). Su accién antibacteriana y
antimicética se debe especialmente a la alicina (Figura 1.3), compuesto sulfurado de un aroma
muy penetrante (Lazo, 1991). No obstante, se han hecho muchos esfuerzos para descubrir

nuevos compuestos antimicrobianos de diversos tipos de plantas (Chandra et al., 2017).

Figura 1.3. Estructura de alicina,
compuesto aislado de A. sativum.
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1.7. Plantas medicinales candidatas para evaluacion antibacteriana y capacidad

antioxidante

A continuacion, se describen las especies Cordia dodecandra A. DC., Melochia nodiflora Sw. y
Ruellia nudiflora (Engelm y A. Gray) Urb. que fueron seleccionadas por sus descripciones
etnobotanicas y porque no poseen o hay muy pocos estudios fitoquimicos y/o farmacolégicos.
Entre éstas, se seleccion6 una para el aislamiento, elucidacion estructural y evaluacion

biolégica de sus metabolitos secundarios.
1.7.1. Cordia dodecandra A. DC.

Cordia es un género de arboles o arbustos con flores y de hoja caduca perteneciente a la
familia Boraginaceae. El nombre Cordia fue otorgado al género en honor a Valerius Cordus, un
botanico y farmacéutico aleman (Oza y Kulkarni, 2017). En la medicina popular, existen
informes publicados de las especies del género Cordia que describen sus diversas actividades
a través de una amplia variedad de métodos: actividad antimicrobiana, modificador de
antibioticos, antiinflamatoria, antifertilidad, contra la toxicidad, mordeduras de serpientes,

hipolipidémica, inmunomoduladora, insecticida y antioxidante (Ferreira Matias et al., 2015).

Es necesario resaltar que algunas especies del género Cordia poseen una rica fuente de
fitoconstituyentes. Los principales metabolitos secundarios aislados del género incluyen
guinonas, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos de tipo oleanano, lupano y
dammarano, esteroides, saponinas, flavonoides, lignanos y neolignanos, fenilpropanoides,
polisacaridos y acidos grasos (Oza y Kulkarni, 2017). Algunos extractos organicos y
compuestos aislados con actividad biolégica pertenecientes al género Cordia se describen mas
a detalle en las Tablas A1 y A2 (Anexos). La especie de Cordia que se seleccioné para el
presente estudio es Cordia dodecandra.

Cordia dodecandra A. DC.

Reino: Plantae

Orden: Lamiales

Familia: Boraginaceae

Género: Cordia

Especie: Cordia dodecandra A. DC.

Sin6nimos: Cordia heccaidecandra Loesener, Cordia dodecandra Sessé y Moc.
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Nombres comunes: siricote, ciricote, compite (espafol); chak k'oopte’, k’an k'oppte’
(maya).

Distribucién: Especie endémica de la peninsula de Yucatan, incluyendo el norte de Belice
y Guatemala. Se puede encontrar en diferentes tipos de vegetacion, pero frecuentemente
esta asociada a pueblos y ciudades. Se cultiva en el sureste de México, Centroamérica y
Cuba (Figura 1.4).

T A6
%%g{

Figura 1.4. Distribucién de C. dodecandra en la peninsula de Yucatan.
https://www.cicy.mx/sitios/flora%20digital/ficha_virtual.php?especie=1068

Informacién etnobotanica
Descripcién botanica

Arbol de 8 a 20 m de altura, usualmente de tronco corto y copa amplia, ramas gruesas,
hispidulosas y café-tomentosas. Hojas oblongas suborbiculares, de 6 a 15 cm de largoy de 4 a
8 cm de ancho, redondeadas, obtusas en el apice y en la base, margen entero o algo sinuado,
escabrosas en haz y el envés (Figura 1.5, A y B). Inflorescencia cimosa con pocas flores,
bastantes compactas: caliz de 1 a 1.3 cm de largo, tomentosos cerca del apice y los l6bulos;
corola funeliforme de color naranja brillante de 3 a 5 cm de largo. Limbo estriado tomentoso a lo
largo de las lineas y en los margenes de los l6bulos, el limbo de 2.5 a 3.2 de ancho y de 12 a
16 I6bulos; filamentosos insertados de manera desigual en el tubo ovérico ovoide, asentado en
un gran estilo alargado (Figura 1.5, C). El fruto es de color amarillo y al madurar tiene forma

ovoide-oblonga, aguda en el &pice, de 2 cm de largo, comestible (Figura 1.5, D).
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Figura 1.5. Arbol de ciricote (Cordia. dodecandra). A. Arbol
y hojas, B. Tronco, C. Flor, D. Fruto.
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Usos medicinales

Con las flores se prepara una infusiébn que se endulza con miel y posteriormente se bebe
caliente para combatir la tos. Para el asma y la bronquitis se utilizan 50 frutos maduros, los
cuales se hierven con agua y miel dos dias seguidos, los nifios pueden comer hasta dos frutos
al dia y los adultos hasta diez. Las flores en infusion se utilizan para los hongos epidérmicos,
lavandose durante varios dias la parte afectada (Méndez-Gonzalez et al., 2012).

Usos registrados en la literatura

Se ha reportado su uso para problemas estomacales como la diarrea y la disenteria,
empleandose la corteza en decoccidn, administrada oralmente. Para el tratamiento de
afecciones respiratorias como la tos se bebe un jarabe elaborado con la corteza y madera
como antitusivo, ademas se ha registrado su uso para el tratamiento de escalofrios. La corteza
de esta planta en decoccion se usa para aliviar la fiebre, la bronquitis y el asma,
administrandose oralmente (Méndez-Gonzalez et al., 2012).
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1.7.2. Melochia nodiflora Sw.

Melochia es un género de arbustos o hierbas con hojas simples y flores hermafroditas, con
semillas negras y con fruto variable que pertenece a la familia Malvaceae (Sterculiaceae),
representado por aproximadamente unas 68 especies (Baudillo-Rondén, 2007).

Hay estudios con actividades tales como antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes y
citotoxicas. Los estudios fitoquimicos han resultado en el aislamiento de compuestos que
consisten en varias clases que incluyen alcaloides, fenilpropanoides y compuestos diversos
(Mugarrabun y Ahmat, 2015). La especie de Melochia que se seleccioné para el presente

estudio es Melochia nodiflora.
Melochia nodiflora Sw.

Reino: Plantae

Orden: Malvales

Familia: Malvaceae (Sterculiaceae)

Género: Melochia

Especie: Melochia nodiflora Sw.

Sinénimos: No Aplica (NA)

Nombres comunes: Malva colorada (Cuba), kabal pixoy, kabal chak pixoy (maya).
Distribucién: Especie endémica de la peninsula de Yucatan poco distribuida. En México y

Sudameérica se distribuye en las zonas de baja altitud.
Informacién etnobotanica
Descripcién botanica

Hierba subfruticosa de 0.5 a 1.5 m de alto. Tallo glabrescente hasta pubescente con tricomas
simples. Hojas membranosas; ovado-lanceoladas, tomentosas. Flores de 5 a 6.2 mm de largo,
cinco pétalos de 4.9 a 5.5 mm de largo, rosados-carmin separados entre si (Figura 1.6). El fruto
es una capsula de 5 a 6 mm de largo. Semillas pardas de 1.5 a 1.8 mm de largo, trigonas, una
por celda (Baudillo-Ronddén, 2007).
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Figura 1.6. Hoja de Melochia

nodiflora Swartz.

Usos medicinales

Las hojas, la corteza y la raiz se emplean via oral en nifios que padecen falta de apetito, para el
dolor de cabeza y calentura. Se usa contra la diarrea, disenteria e inflamacién abdominal, ya
sea de forma individual o con la combinacién de las partes vegetales (Cetina-Chan et al.,
2015).

Usos registrados en la literatura
Sus hojas se han empleado como medicina para curar la diarrea (Cetina-Chan et al., 2015).
1.7.3. Ruellia nudiflora (Engelm y A. Gray) Urb.

El género Ruellia comprende alrededor de 150 especies nativas del tropical y templado
América del Norte y del Sur, perteneciente a la familia Acanthaceae. Se ha utilizado en la
medicina tradicional para tratar varias enfermedades, especialmente dolencias
gastrointestinales (Muthumani et al., 2009). Los constituyentes quimicos incluyen flavonoides,
lignanos, coumarinas, alcaloides, triterpenos, esteroles, glucosidos fendlicos, fenil etanoides,
glucésidos benzoxazinoides y otros (Samy et al., 2013; 2011). La especie de Ruellia que se

selecciond para el presente trabajo es Ruellia nudiflora.
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Ruellia nudiflora (Engelm y A. Gray) Urb.

Reino: Plantae

Orden: Lamiales

Familia: Acanthaceae

Género: Ruellia

Especie: Ruellia nudiflora (Engelm y A. Gray) Urb.

Sinbnimos: Ruellia yucatana (Leonard) Tharp y F.A Barkley, Ruellia nudiflora var. yucatana
Leonard.

Nombres comunes: Maravilla de monte, verraco xiiw, cruz xiiw (espafol-maya), che’su’uk,
kabal xa’an, kabal ya’ax niik, pajkanul, xana mukuy (maya).

Distribucién: Ampliamente distribuida en el area, principalmente en lugares con un cierto
grado de perturbacion. A nivel global, se distribuye desde el sur de Estados Unidos a través

de una gran parte de México hasta Centroamérica y las Antillas.
Informacion etnobotanica
Descripcion botanica

Hierba perenne, erecta, de hasta 45 cm de alto. Hojas elipticas a obovadas, de hasta 12 cm de
largo y hasta 7 cm de ancho. Flores subsésiles o con pedicelos de hasta 18 mm de largo,
estambres incluidos sobresaliendo de la boca de la corola. El fruto es una cpsula, de hasta 2
cm de largo. Semillas de 3 mm de largo (Figura 1.7).

Figura 1.7. Hierba de Ruellia nudiflora (Engelm
y A. Gray) Urb.
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Usos medicinales

Las hojas son hervidas en agua ingiriéndose la infusion contra la diarrea, vémito y falta de
apetito en los nifios. Para espasmos estomacales se hierve un trozo de raiz, previamente
lavada y cortada, posteriormente se deja enfriar, se cuela y se administra oralmente un vaso,

tres veces durante un solo dia (Méndez-Gonzalez et al., 2012).

Usos registrados en la literatura

Esta planta se emplea en problemas de tipo gastrointestinal, como vémito, diarrea y dolor de
estbmago. Para este Ultimo padecimiento se prepara una coccion de toda la planta que se bebe

fria en ayunas durante tres dias (Méndez-Gonzalez et al., 2012).

Con base en todo lo anterior, un elemento central de esta investigacion es la evaluacion de las
tres especies: C. dodecandra, M. nodiflora y R. nudiflora. Cada una se sometié a ensayos
preliminares de actividad antibacteriana y capacidad antioxidante, siendo la mejor candidata
para ser sometida a estudios fitoquimicos y farmacolégicos posteriores, aquella que tenga

mayor actividad biolégica.
1.8. Técnicas cromatogréficas

La cromatografia es un método de separacion de mezclas que consiste en una fase
estacionaria y una fase movil, la primera fase se refiere a un sélido o un liquido adherido sobre
un sélido y la segunda fase puede ser un liquido o un gas el cual se hara pasar a través de la

fase estacionaria (Coskun, 2016). Algunos ejemplos se describen a continuacion:

Cromatografia liquida al vacio (CLV): En este tipo de cromatografia se utiliza una presiéon de
vacio de 20-70 mm de Hg para hacer pasar la fase movil a través de la fase estacionaria
(Maurva et al., 2018).

Cromatografia en columna por gravedad (CCG): La fase estacionaria se encuentra dentro de
un tubo de vidrio y la fase movil fluird a través de la columna cromatografica por accion de la
gravedad, de esta forma los metabolitos eluyen de la columna por afinidad con el disolvente
(Coskun, 2016).
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Cromatografia por exclusién molecular (CEM): El principio es la separacién por tamafio
molecular, de tal forma que los metabolitos de mayor tamafio eluyen primero de la columna y
los de menor tamafio después (SECyYTA, 2014). Es comun usar Sephadex LH-20, el cual es un
polimero de dextrano, disefiado especificamente para la separacion de productos naturales
(GE Healthcare, 2014).

Cromatografia en capa delgada (CCD): En este tipo de cromatografia la fase estacionaria se
encuentra adherida a un soporte que puede ser aluminio o vidrio, la cual se coloca en una
cadmara saturada de la fase mdvil, eluyendo los metabolitos por capilaridad (Coskun, 2016;
SECyYTA, 2014).

1.9. Técnicas espectroscopicas

Las técnicas de espectroscopia se utilizan en la elucidacion o identificacién de los metabolitos
(Ringuelet y Vifia, 2013), las cuales se basan en la interaccion energia-materia, basandose en
la absorcidn de la radiacion electromagnética por parte de la molécula, provocando en la misma
ciertos fendmenos que nos proporcionara informacién sobre la molécula (Silverstein et al.,
2005). Las técnicas espectroscopicas utilizadas son la espectroscopia de ultravioleta (UV), la
espectroscopia de infrarrojo (IR), la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria
de masas (EM) (Ringuelet y Vifia, 2013; Silverstein et al., 2005).

En la espectroscopia de UV se utiliza la regién ultravioleta del espectro electromagnético,
dando a la molécula la energia necesaria para provocar transiciones electrénicas, obteniendo
informacion sobre si existen grupos insaturados y/o heteroatomicos presentes en la molécula
(Durst y Gokel, 2007).

En la espectroscopia de IR se utiliza la region infrarroja del espectro electromagnético,
empleando una radiaciéon de 10,000-100 cm™ (Silverstein et al., 2005), proporcionando a la
molécula la energia necesaria para provocar vibraciones moleculares, obteniendo informacion
sobre los grupos funcionales presentes en la molécula (Barth, 2007; Silverstein et al., 2005;
Pasquini, 2003).

La espectrometria de masas esta basada en la obtencion de iones en fase gaseosa o especies
desorbidas de fases solidas, luego estos iones se separan en funcién de su relacion masa-

carga (m/z) y posteriormente son detectados y registrados, I0 que nos proporcionard
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informacion sobre la masa molecular y estructura quimica de la molécula a identificar
(Silverstein et al., 2005).

En la espectroscopia de RMN se utliza la region de radiofrecuencias del espectro
electromagnético, proporcionando a la molécula la energia necesaria para provocar
transiciones de spin nuclear y electrénico, obteniendo informacién sobre el tipo, nimero y
entorno quimico del nucleo atomico. Los espectros de RMN méas comunes son de proton y
carbono, pues las moléculas organicas estan conformadas principalmente de este tipo de

nacleos atémicos (Bothwell y Griffin, 2011; Silverstein et al., 2005).
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JUSTIFICACION

Debido a la notable resistencia que manifiestan las bacterias y al surgimiento de cepas
multirresistentes a los farmacos de ultima generacion, se hace hincapié en la bioprospeccién de
nuevas moléculas para el tratamiento de las enfermedades que estos microorganismos
ocasionan. Una alternativa viable es el conocimiento de la medicina tradicional que, a través del
uso ancestral de plantas medicinales, ha demostrado que constituye una fuente con un amplio
armamento de compuestos activos responsables de aliviar o curar diversas afecciones. Por
otra parte, la actividad antioxidante podria relacionarse con dicha actividad biol6gica, gracias a
gue los constituyentes involucrados pueden interferir con reacciones del metabolismo de los

microorganismos, causando su inestabilidad y muerte.

La corteza de C. dodecandra, las hojas de M. nodiflora y la planta entera de R. nudiflora, son
utilizadas en la medicina tradicional maya para el tratamiento de infecciones gastrointestinales
y respiratorias. En la actualidad, dichas plantas poseen escasos estudios fitoquimicos y
biolégicos, lo cual abre posibilidades de investigacion para encontrar huevos componentes
naturales que validen su uso tradicional. Nuestros estudios preliminares en C. dodecandra
demostraron que esta planta presenta buena actividad antibacteriana y antioxidante en
comparacion con las otras dos especies. También en este trabajo se presenta un estudio sobre

el aislamiento de C. dodecandra de un metabolito secundario y su actividad antioxidante.
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HIPOTESIS

La actividad biol6gica que presenta la corteza de Cordia dodecandra, la hoja de Melochia
nodiflora y la planta entera de Ruellia nudiflora, empleadas en la medicina tradicional maya
para el tratamiento de infecciones gastrointestinales, se atribuye a la presencia de metabolitos
secundarios con actividad antibacteriana y antioxidante.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana y antioxidante de las plantas Cordia dodecandra, Melochia
nodiflora y Ruellia nudiflora y aislar y elucidar estructuralmente los metabolitos secundarios de

la planta con mayor actividad bioldgica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Recopilar y seleccionar plantas medicinales con base en la medicina tradicional maya.

2. Evaluar la actividad biolégica de los extractos organicos de la corteza de C. dodecandra, la
hoja de M. nodiflora y la planta entera de R. nudiflora y seleccionar la planta con mayor
actividad biolégica.

3. Determinar la actividad antibacteriana del extracto de la planta seleccionada contra
bacterias patdgenas del ser humano mediante ensayos in vitro (agar difusion).

4. Cuantificar y determinar la capacidad antioxidante del extracto de la planta seleccionada
mediante ensayos in vitro (fenoles totales, flavonoides totales, flavonoides glicosilados
totales, ABTS, DPPH, FRAP y bioautografia).

5. Aislar metabolito(s) secundario(s) de la planta seleccionada mediante diversas técnicas
cromatogréficas (CCD, CLV, Sephadex LH-20 y CLAR).

6. Elucidar e identificar las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios mediante
métodos espectroscopicos y espectrométricos (UV, IR, CG-EM, *H-RMN, *C-RMN, COSY,
HSQC, HMBC, DEPT-135).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estudios preliminares

Recopilacién de
informacion
etnobotanica

Seleccion de
especies
candidatas

Procesamiento
del material
vegetal

Evaluacién de
bioensayos
preliminares

Evaluacion de
actividad
biolégica

Aislamiento
cromatogréfico

Elucidacion
estructural

Seleccién de especie vegetal
(Cordia dodecandra)

Procesamiento y extraccion de corteza

Actividad
antibacteriana

Agar difusion

Capacidad
antioxidante

Fenoles totales, flavonoides totales,

flavonoides glicosilados, DPPH, ABTS, FRAP

Cromatografia en capa delgada, cromatografia liquida al vacio,

Sephadex LH20, cromatografia liquida de alta resolucion

Infrarrojo, espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear
de 'Hy *°C, bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC) y DEPT-135

Identificacién de metabolito(s)
secundario(s)
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CAPITULO Il

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PLANTAS MEDICINALES

2.1. INTRODUCCION

Las plantas como medicina tradicional se han utilizado desde hace miles de afios atras ya que
poseen una rica fuente de ingredientes fitoquimicos, algunos de los cuales tienen alto valor
medicinal y son potencialmente Utiles para el desarrollo de nuevos farmacos para el cuidado de
la salud (Shakya, 2016).

El uso de fuentes etnobotanicas es importante como punto de partida para el desarrollo de
nuevas drogas vegetales. Este enfoque se basa en que teniendo un conocimiento empirico de
las plantas medicinales con uso tradicional hace que sean mas seguras para uso humano que
las plantas sin antecedentes. Otra ventaja del punto de partida de una especie candidata es la
promesa de entregar el compuesto aislado original o para el desarrollo de una molécula

semisintética para superar cualquier limitacién de la molécula original (Katiyar et al., 2012).

Con base en lo anterior, se puede establecer que la informacion etnobotanica es una
herramienta Util para la seleccion de plantas candidatas a estudiar. En este capitulo, se
describe la actividad antimicrobiana de las plantas candidatas Cordia dodecandra, Melochia
nodiflora y Ruellia nudiflora por el método de agar difusion contra distintas bacterias patégenas
del ser humano, donde la especie biologicamente mas activa se seleccionara para futuros

estudios fitoquimicos y biol6gicos.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Elecci6n de plantas
Las especies vegetales se eligieron de acuerdo con las siguientes pautas (Tabla 2.1):

1. Que sean nativas de la peninsula de Yucatéan.
2. Que sean empleadas en la medicina tradicional maya.

3. Que no presenten amenaza con base en su poblacion vegetal.
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Por su amplia distribucion geografica.
Por su accesibilidad y facilidad al momento de recoleccion.
Sin 0 con pocos estudios previos, pero que, al mismo tiempo, pertenezcan a familias

con antecedentes respecto a su actividad biolégica y composicién quimica.

Tabla 2.1. Especies vegetales medicinales que se eligieron y se colectaron para su

evaluacion.
Nombre cientifico Nombre comun Familia Partes gue seran
evaluadas

CordlaAdoggcandra Ciricote Boraginaceae | Corteza, flor y hoja
Melochgv\?odlﬂora Malva colorada Malvaceae Hoja y semilla

Ruellia nudiflora Maravilla de

(Engelm and A. Acanthaceae Planta entera

monte
Gray) Urb.

2.2.2. Colecta

Para el escrutinio, se colectaron distintos ejemplares de corteza, flor y hoja de C. dodecandra,
hoja y semilla de M. nodiflora y planta entera de R. nudiflora en marzo de 2019 en Mérida,
Yucatan, México (20°58'04” N; 89°37°18” O). Mientras que la colecta a mayor escala de
corteza de C. dodecandra se realizé en agosto de 2019 en el pueblo de Tahmek, Yucatan,
México (22°52'22.8” N; 89°14'36.2” W). Se usaron referencias del Herbario CICY U Najil Tikin
Xiw de la Unidad de Recursos Naturales del CICY para su identificacion. En el herbario, se
resguardd un ejemplar de C. dodecandra con el nimero de colecta Carlos Eduardo Castillo

Garciay P. Sima 01 (Namero de catalogo: 71008).

2.2.3. Procesamiento y extraccion del material vegetal

Cada una de las partes vegetales se secaron a temperatura ambiente (25 °C) por cinco dias
bajo la sombra con movimiento ocasional, después se llevé a secado a 40 °C durante un dia
para la eliminacién total de agua en una camara de secado. Posteriormente, el material se
tritur6 con ayuda de un molino de cuchillas industrial (marca Pagani, modelo 1520) con malla

metalica de 2 mm de diadmetro
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hasta obtener 100 g de un polvo fino. Se extrajo el material molido con 500-1,000 mL de
metanol (MeOH, grado analitico) por maceracion dinAmica con agitacion ocasional por 48 h a
25 °C; el MeOH con el material extraido se filtr6 con papel poroso (150 mm, Whatman) para
eliminar sélidos. Por ultimo, el MeOH se elimin6 con un evaporador rotatorio a presion reducida
(100 a 250 mbar, 40 °C, Buchi 461) hasta obtener los extractos metandlicos. Por ultimo, los

extractos se almacenaron en frascos de vidrio y se pesaron para la obtencién del rendimiento.

En el caso de la corteza a mayor escala de C. dodecandra (3.1037 Kg, peso seco), se usaron
las mismas condiciones de secado, triturado y filtrado, con excepcion de su extraccion, en la
cual se emplearon 20 L de MeOH. El extracto se concentrd6 en un evaporador rotatorio
industrial (150 a 210 mbar, 40 °C, Blchi R-220 SE), obteniéndose 116.4 g de extracto crudo
metanolico. Posteriormente, se realizé una extraccion liquido-liquido, empleandose 114.6 g, los
cuales se disolvieron en 150 mL de MeOH mas 450 mL de agua destilada (proporcién 1:3) para
obtener con ayuda de un sonicador (marca Ultrasonic Cleaner, Branson 5800, 2.5 gallon, 40
KHz) por 5 min para su completa disoluciéon. Una vez obtenida la suspension se realiz6 una
particion cromatogréfica liquido-liquido en un embudo de separacion de 4 L utilizando
disolventes organicos de polaridad ascendente (hexano, diclorometano y acetato de etilo). La
separacion se realiz6 por triplicado con cada disolvente, obteniéndose al final las
correspondientes fracciones (Figura 2.1). Posteriormente, cada extracto y fraccion se evalu6
para determinar su actividad antibacteriana y, en su caso, actividad antioxidante.

1. Pesado 2. Secado 3. Molienda 4. Maceracion

7. Extraccion liquido -
liquido

8. Almacenaje

Figura 2.1. Procesamiento y extraccion del material vegetal de Cordia dodecandra,
Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora.
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2.2.4. Evaluacion de actividad antibacteriana

Para la evaluacion de la actividad biolégica, se emplearon microorganismos patégenos del
humano aislados de alimentos y caracterizados molecularmente, los cuales fueron
proporcionados por el cepario de la Universidad Marista de Mérida: Brucella sp., Escherichia
coli O157:H7, Klebsiella sp., Proteus sp., Proteus mirabilis, Pseudomona aeruginosa,
Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie y Streptococcus pyogenes.
Estos microorganismos se encontraban en viales criopreservados en dimetilsulfoxido al 10% vy

almacenados a —80 °C.

Para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos se utilizaron cajas Petri conteniendo
agares no selectivos como el agar soya tripticasa (TSA). Los microorganismos se sembraron
con la técnica de estriado en placa, y se dejaron incubar por un dia a una temperatura de 37 £
2 °C. A las 24 h, se tomaron varias colonias bacterianas puras y se transfirieron a un caldo
nutritivo en constante agitaciéon. Todo el material se esterilizd y el ensayo se realizé en una

campana de extraccion de flujo laminar clase Il la cual se esterilizo previamente bajo luz UV.

A partir de un cultivo bacteriano, se tom6 un in6culo que se suspendié en agua de peptona
para la determinacion turbidimétrica de la concentracion de bacterias, empleandose el
nefelometro de McFarland a 625 nm (DR 2700, HACH, Colorado, EUA) con una densidad
Optica (OD). La concentracion de la bacteria se ajusté entre 0.08 a 0.10 nm para obtener una

concentracién aproximada de 1.5 x 108 UFC/mL. Como blanco se us6 peptona estéril.

Los bioensayos de agar difusion se llevaron a cabo realizando una siembra de hisopado con la
bacteria de interés sobre agar Miiller-Hinton. Posteriormente, se colocaron discos de papel filtro
de 6 mm de didmetro sobre el medio Miller-Hinton, donde cada disco se impregné con 30 pL
de una disolucion conteniendo 5 mg de los extractos crudos previamente disueltos en MeOH.
Se usaron discos de ampicilina (30 pg) como control positivo y papel filtro impregnado con 30
pL de MeOH como control negativo. Para las fracciones de los extractos, cada disco se
impregno6 con 5, 10 y 15 mg por cada muestra y como control positivo se usaron discos de
ampicilina (30 pg) y trimetoprima con sulfametoxazol (25 pg). Las evaluaciones se hicieron por

triplicado. Las placas se incubaron por 24 h a una temperatura de 37 + 2 °C.
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Transcurridas 24 h, se analizaron los resultados de inhibicién de crecimiento bacteriano

utilizando un vernier para la medicién del didmetro en milimetros (mm) de los halos de
inhibicion bacteriana. Cada halo se midié6 desde el borde del disco hasta el borde del
crecimiento bacteriano. El procedimiento del bioensayo por agar difusion se presenta en la

Figura 2.2.
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Figura 2.2. Diagrama de flujo de bioensayo por agar difusion.

2.3. RESULTADOS
2.3.1. Rendimiento de plantas medicinales

El rendimiento de las plantas se determind a partir del material seco de los extractos organicos

(escala pequefa: 100 g cada uno, escala grande: 3.1037 Kg, corteza; Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Rendimiento de extractos organicos de plantas medicinales.

Nombre cientifico Parte vegetal

Extracto

Rendimiento

obtenido (g) (%)
Hoja (CDH) 9.16 9.16
Flor fresca (CDF) 3.27 3.27
Cordia dodecandra Flor seca (CDS) 3.17 3.17
5.63 5.63
Corteza (CDC)
116.40* 3.75*%
Melochia nodiflora Hoja (MNH) 10.54 10.54
Semilla (MNS) 4.88 4.88
Ruellia nudiflora P'a’(‘;aNeF[‘)tera 8.79 8.79

*A partir de 3.1037 Kg de corteza.
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2.3.2. Evaluacion de actividad antibacteriana

Cada extracto y fraccion se evalu6 con la técnica cualitativa de difusion en agar, con cada una
de las bacterias patdégenas antes mencionadas. El tamafio de los halos de inhibicion obtenido
de los bioensayos se presenta en las Figuras 2.3y 2.4.

Corteza de Cordia dodecandra

Brucella sp. E. coli O157:H7
V| 8 mm A\ 20 mm

Salmonella sp.
9 mm

Klebsiella sp.
7 mm

Flor fresca Cordia dodecandra

Klebsiella sp. S. aureus
7 mm 14 mm

Flor seca de Cordia dodecandra

Proteus mirabilis S. aureus
7 mm 22 mm

Hoja de Melochia nodiflora

E. coli O157:HT Salmonella sp.
10 mm 9 mm
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Planta entera de Ruellia nudiflora

Streptococcus pyogenes

Figura 2.3. Evaluacion de inhibicion de crecimiento bacteriano por el método de agar
difusion, empleando extractos metandlicos de Cordia dodecandra, Melochia nodiflora y
Ruellia nudiflora.

A continuacion, se presenta la Tabla 2.3 resumiendo los resultados de actividad antibacteriana
de los extractos metandlicos evaluados.

Tabla 2.3. Actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de las diferentes partes vegetales
de Cordia dodecandra, Melochia nodiflora y Ruellia nudiflora.

Extracto / Halo de inhibicién (mm)
Bacteria
CDC | CDF | CDS | CDH | MNH | MNS | RNP
Brucella sp. 8 - - - 11 - -
Escherichia coli O157:H7 20 - - - 10 - -
Klebsiella sp. 7 7 7 - - - 7
Proteus mirabilis - - 7 - - - -
Proteus sp. - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - - -
Salmonella sp. 9 - - - 9 - -
Staphylococcus aureus 32 14 16 - 20 - -
Streptococcus agalactie - - - - - - -
Streptococcus pyogenes - - - - - - 20

CDC: C. dodecandra corteza, CDF: C. dodecandra flor fresca, CDS: C. dodecandra flor seca, CDH: C.
dodecandra hoja, MNH: M. nodiflora hoja, MNS: M. nodiflora semilla, RNP: R. nudiflora planta entera, (-): sin
actividad bioldgica.

Con base en la Tabla 2.3, se decidi6é continuar trabajando con la corteza de C. dodecandra
(CDC) debido a su buena actividad antibacteriana en comparacion con las otras partes y
especies vegetales. Asi, se evaluaron las fracciones obtenidas de la extraccion liquido-liquido
contra las cepas de Brucella sp., E. coli O157:H7, Klebsiella sp., Salmonella sp. y S. aureus. En
la siguiente Figura 2.4 podemos apreciar los resultados de los bioensayos obtenidos a partir de

las fracciones.
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Brucella spp. E. coli O157:H7

Klebsiella spp.

S. aureus

Figura 2.4. Evaluacion de las fracciones de corteza de Cordia dodecandra
por el método de agar difusion (rosa: fraccion hexanica, amarillo: fraccion
diclometénica, violeta: fraccion de acetato de etilo, azul: fraccidn acuosa).
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En la Tabla 2.4 se muestra un resumen de la actividad antibacteriana de las fracciones de
corteza de C. dodecandra mediante la prueba de agar difusion, para posteriormente realizar el
aislamiento cromatografico de manera biodirigida.

Tabla 2.4. Actividad antibacteriana de las fracciones de corteza de Cordia dodecandra (CDC).

Fraccién (mg) / Halo de inhibicion (mm)

Microorganismo Hexano DCM AcOEt Acuoso c+
(CDC-2a) (CDC-2b) (CDC-2c) (CDC-2d)
5|10 | 15 5 10 | 15 5 10 [ 15 | 5 | 10 | 15 ASI\)?E

Brucella sp. - - - 12 | 12 | 13 - - - - - - -
E. coli O157:H7 - - - - - - 8 12 | 13 | - - - 14
Klebsiella sp. - - - - - - - - 7 - - - 26
Salmonella sp. - - - - - - 7 8 9 - - - 10
S. aureus - 7 7 13 ( 13 | 13 | 11 | 15 | 17 | - - - 10

CDC: Corteza de Cordia dodecandra, C+: control positivo, AMP: ampicilina, SXT: sulfametoxazol/
trimetoprima.

Observando los resultados en la Tabla 2.4 anterior, se consideré como la mas activa la fraccion
de acetato de etilo (CDC-2c), especialmente contra las cepas de S. aureus, Salmonella sp. y E.
coli O157:H7. Por lo tanto, se decidié continuar con el aislamiento cromatogréafico con esta
fraccion. Al mismo tiempo, la fraccion de diclorometano mostré actividad contra S. aureus y
Brucella sp., por lo que, se podria continuar su fraccionamiento para posteriores
investigaciones. Ambas fracciones, comparandolas con los controles positivos, dan una buena
indicacion sobre la posibilidad de encontrar un compuesto de interés que sea efectivo contra
las cepas bacterianas evaluadas. Las fracciones hexanica y acuosa, no fueron activas contra

las cepas bacterianas, descartando su fraccionamiento.

Cabe mencionar que, debido a la pandemia causada por la enfermedad COVID-19, no se
continud con la evaluacion biolégica de las subfracciones obtenidas de CDC-2c mediante la

purificacién cromatogréfica.
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2.4. DISCUSION

La especie C. dodecandra, usada en la medicina tradicional contra infecciones respiratorias y
gastrointestinales, exhibi6 actividad de sus extractos contra seis de las diez cepas bacterianas,
mostrando mayor bioactividad en el extracto de corteza, con respecto a la flor y hoja. Esto
ultimo tiene sentido puesto que de acuerdo con Méndez-Gonzélez et al. (2012), particularmente
la parte vegetal empleada para curar las afecciones es la corteza. A pesar de que no existen
reportes de la actividad antibacteriana sobre esta especie, el reporte por Oza y Kulkarni (2017)
confirma la actividad antibacteriana de otras muchas especies del género Cordia. En
concordancia con estos dos criterios, se podria decir que C. dodecandra, al igual que otras

especies del género Cordia, presenta propiedades antibacterianas.

La especie M. nodiflora, usada para curar la diarrea y disenteria, mostré bioactividad en su
extracto metanodlico de hoja contra cuatro de las diez cepas bacterianas. Por otro lado, el
extracto de semilla no mostrd bioactividad contra ninguna de las cepas. En tanto, se ha
reportado actividad antibacteriana en extractos alcohdlicos de hoja, tallo y flor de M. villosa
(Armas et al., 2013) y en hoja de M. corchorifolia (Rao et al., 2012). Esto, sumado a lo que
menciona Cetina-Chan et al. (2015), donde especifica el uso de la hoja de M. nodiflora en la
medicina tradicional maya, se puede afirmar que la actividad biolégica en esta especie esta

presente en su hoja.

El extracto metandlico de la planta entera de la especie R. nudiflora, empleada para problemas
gastrointestinales, solo fue activa contra las cepas de Klebsiella sp. (7 mm) y S. pyogenes (20
mm). De igual manera, no existen estudios previos de esta especie, a pesar de ello, el estudio
por Samy et al. (2015) afirma que varias especies del género Ruellia tienen actividad
antimicrobiana y antibacteriana. Entre las especies mas estudiadas, se encuentran los
extractos alcohodlicos de hoja de R. patula (Ramadevi et al., 2016), activa frente a B. subtilis y
E. coli, y los extractos de planta entera de R. tuberosa, activa frente a E. coli., K. pneumoniae,
Salmonella y Staphylococcus spp. (Arirudran et al., 2011). De todos los extractos probados, R.
nudiflora fue el que menor actividad tuvo, sin embargo, fue el Gnico activo contra S. pyogenes,

por lo que éste es el primer reporte de esta especie contra este patdégeno.

La cepa de S. aureus fue la especie mas susceptible a los extractos metandlicos de corteza (32
mm), flor fresca (14 mm) y flor seca (16 mm) de C. dodecandra y hoja (20 mm) de M. nodiflora.

También, fue la mas susceptible en algunas fracciones de C. dodecandra, como la de
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diclorometano (15 mg), que fue activa contra esta cepa con 13 mm, y la fraccion de acetato de
etilo (15 mg), con 17 mm. En general, esta bacteria Gram-positiva fue mas sensible que las
Gram-negativas. Tanto las bacterias Gram-positivas como Gram-negativas poseen una pared
celular con mureina que les confiere su estructura base y les da proteccibn mecanica, es una
capa gruesa en las bacterias Gram-positivas, mientras que las Gram-negativas tienen una capa
delgada. EI mantenimiento de esta estructura de mureina constituye un blanco ideal para

compuestos activos, afectando la viabilidad de estas bacterias (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Por otro lado, la pared bacteriana en bacterias Gram-negativas es mas compleja, que consta
de dos membranas, una membrana citoplasmética o interna y una membrana externa
compuesta por un complejo lipopolisacarido. En esta Ultima, una de sus funciones es servir
como barrera protectora, evitando o disminuyendo la entrada de sales biliares, antibiéticos y
otras sustancias que podrian lesionar a la bacteria. Por lo tanto, hace suponer que debido a la
naturaleza o estructura quimica de la pared de la bacteria Gram-positiva, en este caso, S.
aureus, fuera mas susceptible a comparacibn de las demdas bacterias Gram-negativas

evaluadas.

Es importante considerar esta cepa de S. aureus, pues, a pesar de ser una cepa de origen
alimenticio, la resistencia observada en estas bacterias naturalmente es debida a una proteina
de unién a la penicilina (PBP, por sus siglas en inglés), que es codificada por el gen mecA
(Cervantes-Garcia et al., 2014). Dicho esto, los extractos y fracciones evaluados pueden ser el
primer paso para la busqueda de compuestos activos frente a este patdégeno, siendo causante

de una amplia variedad de enfermedades a nivel hospitalario y comunitario.

En la Figura 2.4 y Tabla 2.4 se presento la actividad de manera general de los extractos de
corteza de C. dodecandra y hoja de M. nodiflora contra bacterias Gram-negativas, como
Brucella sp. con 8 y 11 mm, E. coli 0157:H7 con 14 mm y 4 mm, Klebsiella sp. con 7y 7 mmy
Salmonella sp. con 9 y 9 mm de inhibicibn de crecimiento bacteriano, respectivamente.
También, la fraccion de diclorometano CDC-2b (15 mg) de C. dodecandra fue activa contra
Brucella sp. (13 mm), mientras que la fraccidbn de acetato de etilo CDC-2c de esta misma
especie (15 mg) fue activa contra E. coli O157:H7 (13 mm), Klebsiella sp. (7 mm) y Salmonella
sp. (9 mm). Esto puede sugerir que la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios
involucrados en la actividad biologica corresponde a compuestos de mediana a alta polaridad.
Es necesario recordar que la particion liquido-liquido corresponde a la primera etapa del

proceso de purificacion biodirigido (Sarker et. al., 2012).
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Es importante considerar estos extractos y fracciones, ya que Brucella, E. coli, Klebsiella y
Salmonella, al ser bacterias Gram-negativas, poseen una membrana externa de naturaleza
lipidica que regula la entrada de elementos, y al mismo tiempo, en esta membrana existen
enzimas capaces de crear cambios en la estructura de compuestos activos (Tafur et al., 2008).
La actividad de estos extractos crudos metandlicos y fracciones derivadas de acetato de etilo
gue inhibieron el crecimiento de estas cepas bacterianas se podria atribuir principalmente a
compuestos con estructura polifendlica, que promueven la lisis celular (Monroy-Vazquez et al.,
2007). Esto puede abrir la posibilidad de encontrar uno 0 mas compuestos contra una o varias

especies de bacterias patdégenas.

El extracto crudo metandlico de C. dodecandra inhibi6é el crecimiento de la cepa de Klebsiella
sp. (7 mm) a una concentracion de 5 mg. Este resultado se asemeja al estudio por Eltayeib e
Ishag (2015) donde el extracto crudo metandlico de Cordia sinensis fue activo contra esta
misma especie, presentando 14 mm de inhibicién a una concentracién de 25 mg. Esto puede
sugerir que al aumentar la concentracion del extracto exista un incremento en la actividad

biologica.

Los extractos metandélicos no mostraron actividad contra las cepas bacterianas P. aeruginosa,
S. agalactie y Proteus sp. Esto puede deberse a multiples factores, desde la obtencion del
extracto, incluyendo la polaridad de los compuestos, el método de extraccion y el tipo de
disolvente empleado (Xu et al., 2017), hasta los mecanismos de defensa de la propia bacteria
como las bombas de expulsion, cambios en la permeabilidad de la membrana, cambios en
sitios de accién o modificacion enzimatica (Tafur et al., 2008). Con base en todo lo anterior,
sobresalen los extractos de corteza de C. dodecandra y hoja de M. nodiflora, ambas empleadas
en la medicina tradicional maya sin estudios previos con anterioridad, los cuales presentaron

una relevante actividad antibacteriana.

Otro rubro en consideracion es la disponibilidad del material vegetal y la distribucion geogréfica,
pues la planta M. nodiflora esté limitada a s6lo época de lluvia, mientras que C. dodecandra
esta ampliamente distribuida en cualquier periodo del afio. A partir de estos puntos de vista, se
establece que la corteza de la planta medicinal C. dodecandra es la mejor candidata debido a
gue su fitoquimica y actividad biolégica es totalmente desconocida, ademas, otras especies del
mismo género presentan propiedades antimicrobianas, por lo que permite suponer que esta
especie podria tener estas propiedades, por ende, se pretende obtener el/los metabolitos(s)

responsable(s) de la bioactividad.
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CAPITULO IlI

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.1. INTRODUCCION

Los antioxidantes derivan principalmente de alimentos como frutas, verduras, cereales y
plantas medicinales. Las plantas medicinales contienen, sin embargo, niveles
significativamente mas altos de compuestos antioxidantes que las verduras y frutas comunes y
también exhiben una actividad antioxidante més fuerte (Tlili et al., 2013). Un ejemplo acerca del
uso de plantas medicinales con fines antioxidantes, son las hojas de té verde de Camellia
sinensis, usada en la medicina tradicional china como estimulante, diurético, astringente y
mejoramiento de la circulacion sanguinea (Chopade et al.,, 2008). Se ha demostrado en
estudios in vitro e in vivo que C. sinensis contiene una gran concentraciéon de compuestos
fendlicos con actividad antioxidante, tanto reduciendo como controlando moléculas ERO
(Higdon y Frei, 2003).

Actualmente existe una tendencia en buscar fuentes naturales de antioxidantes disponibles y
eficientes para diversas aplicaciones. El principal objetivo en industrias alimentarias es evitar el
deterioro de los alimentos por oxidacién; en el area farmacéutica se utilizan para tratar
enfermedades neurodegenerativas, diabetes, cancer, trastornos cardiovasculares, procesos
inflamatorios e infecciones, y en el area cosmetolégica se utilizan principalmente como

suplementos contra el proceso de envejecimiento (Sindhi et al., 2013).

Por esta razoén, otro de los objetivos de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante de
los extractos organicos de plantas medicinales como Cordia dodecandra DC. (ciricote) y
Melochia nodiflora Sw. (malva) pertenecientes a las familias Boraginaceae y Malvaceae,
respectivamente. Las partes vegetales de dichas plantas como la hoja, corteza, flor y semilla
son utilizadas en la medicina tradicional maya y, a las cuales, de acuerdo a sus géneros, se les
ha atribuido propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes (Al Mugarrabun y
Ahmat, 2015; Oza y Kulkarni, 2017). En esta seccion se evalud la capacidad antioxidante,
primeramente, cuantificando compuestos fitoquimicos y posteriormente se obtuvo la capacidad

antioxidante de cada parte vegetal.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se presenta un esquema general metodologico (Figura 3.1) que describe el
andlisis fitoquimico y capacidad antioxidante de los extractos organicos.

Malva

Corteza, hoja, flor > Procesamiento del ¢
fresca y flor seca material vegetal

V

Hoja y semilla

Obtencion de
extractos organicos
|
| Fitoquimica | | Capacidad antioxidante |
v v v v v v
Fenol Fl id Fl id
totalos “ofales | | glcosiedos | | DPPH | [ ABTS | | FRAP |

Figura 3.1. Esquema general metodoldgico de la evaluacion del analisis fitoquimico y
capacidad antioxidante.
Previamente, se prepararon las muestras disolviendo cada extracto en metanol (200 mg de
extracto + 2 mL de disolvente). Posteriormente, se realizé una diluciéon 1:20 (50 pL de extracto
+ 950 uL de disolvente) y se utiliz6 un sonicador eléctrico (Ultrasonic Processor 130 W, Sonics
& Materials, Connecticut, EUA) para la completa disolucién de las muestras. Todo el material
se cubrid con papel de aluminio para protegerlo de la luz.

3.2.1. Cuantificacién fitoquimica
3.2.1.1. Fenoles totales

El contenido fendlico total se estimo utilizando el método de Folin-Ciocalteau (Singleton &
Rossi, 1965). Se us6 50 pL de extracto (agua desionizada estéril en el caso del blanco) y se
colocé en tubos de ensayo por triplicado. Posteriormente, se afiadié 250 uL del reactivo Folin-
Ciocalteau 1 N, y después de 8 min, se agreg6 un volumen de 750 pL de Na,COs al 20% hasta
su homogeneidad. Se dejo reposar por 30 min a 25 °C. La absorbancia de la muestra se midio
a 765 nm utlizando un espectrofotometro UV (DR 2700, HACH, Colorado, EUA). La

concentracion de fenoles totales se calculdé con base en una curva estandar equivalente de
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acido gdlico expresado en mg/g (mg GAE/100 g). Se utilizé una curva estandar de acido galico
(GAE) en un rango de concentracién 0 a 2,500 mg/g (y = 0.2968x — 0.0065; R? = 0.9987).

3.2.1.2. Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se estimd utilizando el método descrito por Dowd (1979). Un
volumen de 67 UL de extracto se vertid en un pocillo de una microplaca por quintuplicado.
Posteriormente, se afiadieron 20 uL de NaNO- al 5% y se dejo reposar por 5 min. Se agregaron
a la mezcla 20 pL de AICI; al 10%, y un minuto después 133 uL de NaOH 1 M. La absorbancia
se midid a 415 nm usando un espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan EX, Thermo Fisher
Scientific, Vaanta, Finlandia). La concentracion de flavonoides totales se calculé con base en
una curva estandar equivalente a quercetina en un rango de concentracion 0 a 2,000 mg/g (y =
0.3412x — 0.0329; R? = 0.9809), y es expresado en mg/g (mg QE/100 g).

3.2.1.3. Flavonoides glicosilados

El contenido de flavonoides glicosilados de los extractos se estimé utilizando el método descrito
por De Albuquerque et al. (2014). Un volumen de 100 uL de extracto se vertié en un pocillo de
una microplaca por triplicado. Posteriormente, se agregaron 10 pL de AICI; al 10% y después
300 pL de CH3COONa. La mezcla se incub6 a 20 °C durante 2.5 h. La absorbancia se midi6 a
440 nm usando un espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific,
Vaanta, Finlandia). El contenido de flavonoides glicosilados se calculé con una curva estandar
equivalente de quercetina expresado en mg/g (mg QE/100 g). Se utilizd la curva estandar de

flavonoides totales.
3.2.2. Capacidad antioxidante
3.2.2.1. Ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La actividad antioxidante se determind con el método descrito por Blois (1958) y Brand-Williams
et al. (1994). El reactivo DPPH se prepar6é mezclando 3.9 ug de DPPH més 14 mL de metanol
al 80% y se estabilizé en la oscuridad durante 30 min a 25 £ 3 °C en agitacién constante
(Vortex Mixer, Corning, Massachussets, EUA), hasta que su absorbancia alcanz6 712 nm.
Posteriormente, se mezclaron 50 uL de extracto con 150 pL de disolucion DPPH en un pozo de
microplaca por triplicado. Después de 30 min de reaccion, se midi6 la absorbancia a 541 nm

con un espectrofotbmetro de microplacas (Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific, Vaanta,
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Finlandia). El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente ecuacion: porcentaje de
|nh|b|C|én (%) = (Abscontrol - AbSmuestra/AbScomrol) X 100

Para la bioautografia directa con DPPH, se utiliz6 CCD en fase normal (gel de silice 60 Fas4, 5
cm x 5 cm, Merck, Alemania) para las subfracciones CDC-3a — CDC-3e y CCD en fase reversa
con respaldo de aluminio (gel de silice 60 RP-18 F2sas, 5 cm x 5 cm, Merck, Alemania) para las
subfracciones CDC-3f — CDC-3i y para el compuesto aislado CDC-14al. Las subfracciones y el
compuesto aislado a evaluar se disolvieron en MeOH (grado analitico) a una concentracion al
1% y se aplic6 con ayuda de un capilar. Como fase maovil se emplearon los sistemas CH,Cl,-
EtOH (95:5) para fase normal y H.O-ACN (7:3) para fase reversa, segun el caso. Las placas
cromatograficas fueron rociadas con una disolucion de DPPH con metanol al 0.2%. Antes de su

revelado, las placas fueron observadas mediante UV.
3.2.2.2. Ensayo del radical acido 2,2-azino bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS)

La actividad antioxidante se determiné con el método descrito por Re et al. (1998). El radical
ABTS* se generd por oxidacion de ABTS 7 mM con 2.45 mM de K;S;0s en la oscuridad
durante 16 h a 25 + 3 °C. Transcurridas las 16 h, la disolucion se mezclo con 25 mL de metanol
al 80% en agitacion por 20 min, hasta que su absorbancia alcanz6 712 nm. Se mezclaron 10 L
de extracto con 190 pL de ABTS en un pozo de microplaca por triplicado. Después de 8 min de
reaccion, se midié la absorbancia a 741 nm con un espectrofotometro de microplacas
(Multiskan EX, Thermo Fisher Scientific, Vaanta, Finlandia). El porcentaje de inhibicién se
calcul6 con la siguiente ecuacion: porcentaje de inhibicion (%) = (AbScontrol — ABSmuestra/ ADScontror)
x 100.

3.2.2.3. Ensayo de cinética de poder reductor antioxidante férrico (FRAP)

Se determiné con el método descrito por Benzie & Strain (1996). El reactivo FRAP se prepar6
mezclando 100 mL de buffer CH;COONa (pH 3.6) con 10 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-
triazina) (31.2 mg en 331.2 puL de HCI) y 10 mL de FeCls; y se estabilizd6 por 3 h. Una vez
estabilizada la disolucién, se calent6 a 37 °C por 15 min en bafio maria. En tubos de ensayo se
mezcld 100 pL de extracto con 3 mL de disolucion FRAP, se agité y se calentd por 5 min. La
absorbancia de cada tubo se midi6 a 593 nm usando un espectrofotometro UV (DR 2700,
HACH, Colorado, EUA). Se utilizé una curva estandar de sulfato ferroso heptahidratado disuelto
en 80 mL de agua en un rango de 0 a 2,500 pmol/L (y = 0.0007x — 0.036).
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3.3. RESULTADOS
3.3.1. Cuantificacién de fenoles y flavonoides

En la Tabla 3.1 se presentan los resultados de la cantidad de compuestos fendlicos,
flavonoides totales y flavonoides glicosilados de los extractos metandlicos de diferentes partes
vegetales de las especies en estudio.

Tabla 3.1. Cuantificacion de fenoles, flavonoides totales y flavonoides glicosilados de los extractos
metandlicos de Cordia dodecandra y Melochia nodiflora.

: Flavonoides
Muestra Fenoles totales | Flavonoides totales cTersllstes T
GAE/100 E/100
[mg o) [mg Q gl QE/100 g]
C. dodecandra corteza | 557 34 0,03 ¢ 4.99+0.05F 479+02%
(CDC)
C. dodecandra flor |44 394 0.25 ¢ 3.47+0.15° 2.63+0.1"
fresca (CDF)
C. dodecandra flor . c A
seca (CDS) 537.36 £ 0.11 4.24 +0.03 3.11+£0.2
C. dodecandra hoja 349 56 + 0.01 A 272 +013 A 278+ 0.1A
(CDH)
M. nodiflora hoja 5 5 B
(MNH) 436.24 + 0.09 464 +0.11 10.73+0.1
M. nodiflora semilla 5 c A
(MNS) 475.01+0.1 4.06 £0.2 3.00£0.1

*Letras diferentes por columna implica que hay diferencias significativas entre los extractos; n = 3; ANOVA,
prueba de Tukey (p < 0.05), + desviacion estandar.

3.3.2. Capacidad antioxidante

En la Figura 3.2 se analiza el porcentaje de inhibicion del radical DPPH a través del tiempo.
Véase que transcurridos 30 min, el radical es neutralizado en diferentes porcentajes empleando

los extractos metandlicos de plantas medicinales.
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Figura 3.2. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH (2,2-difenil-1-
pricrilhidrazilo) de extractos metandlicos de Cordia dodecandra y
Melochia nodiflora. CDH: C. dodecandra hoja, CDF: C. dodecandra
flor fresca, CDS: C. dodecandra flor seca, CDC: C. dodecandra
corteza, MNH: M. nodiflora hoja, MNS: M. nodiflora semilla. Letras
diferentes implica diferencias significativas entre extractos; ANOVA;

prueba de Tukey (p < 0.05).

En la Figura 3.3 se analiza el porcentaje de inhibicion del radical ABTS a través del tiempo.

Transcurrido 8 min de reaccion, el radical ABTS es neutralizado en diferentes porcentajes

empleando los extractos metandlicos de plantas medicinales.

80% B

% inhibicion ABTS

o
=2

CDS CDC

40%
0
CDF

MNH MNS

E Tiempo 0 Tiempo 8

Figura 3.3. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS (acido 2,2-
azino bis  (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) de  extractos
metandlicos de Cordia dodecandra y Melochia nodiflora. CDH: C.
dodecandra hoja, CDF: C. dodecandra flor fresca, CDS: C.
dodecandra flor seca, CDC: C. dodecandra corteza, MNH: M.
nodiflora hoja, MNS: M. nodiflora semilla. Letras diferentes implica
diferencias significativas entre extractos; ANOVA; prueba de
Tukey (p < 0.05).
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En la Figura 3.4 se analiza una cinética de reaccion de poder antioxidante reductor férrico. En
esta prueba, algunos extractos metanolicos poseen el poder de reducir el hierro al pasar el
tiempo, mientras que con otros extractos se puede observar que mantienen una tendencia
asintota observandose diferencias significativas entre cada uno de los extractos. Asi también,
en la Tabla 3.2 se observan diferencias significativas entre cada extracto en la prueba de
FRAP.

——CDS -2-CDC —ae— CDF
60 ——CDH —=—NMNH —0—MNS
%0 ————=
—40 o ¢ i
=
=30 — —— = |
20
—— O = O
0
0 5 10 15 20 25

Tiempo [min]

Figura 3.4. Cinética de reaccién FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) de extractos metandlicos de Cordia dodecandra y Melochia
nodiflora. Abreviaturas, CDH: C. dodecandra hoja, CDF: C. dodecandra
flor fresca, CDS: C. dodecandra flor seca, CDC: C. dodecandra corteza,
MNH: M. nodiflora hoja, MNS: M. nodiflora semilla.
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Tabla 3.2. Diferencias significativas entre extractos de
C. dodecandra y M. nodiflora en la prueba FRAP.

Diferencias

Extractos Medias significativas
M. nodiflora A
semilla (MNs) | 1201
M. nodiflora hoja )8 B
(MNH) 14
C. dodecandra . B
flor seca (CDS) 30.0
C. dodecandra
41.87 C
flor fresca (CDF)
C. dodecandra 47 62 D
corteza (CDC)
C. dgdecandra 49.42 D
hoja (CDH)

Letras diferentes implica diferencias significativas entre
extractos, n = 3, ANOVA, prueba de Tukey (p > 0.05).

3.3.3. Bioautografia directa con DPPH

En la Figura 3.5 se muestran las placas cromatograficas reveladas con el radical DPPH. Véase
gue todas las subfracciones de CDC-3a — CDC-3i (AcOEt) tienen la capacidad de reducir al
radical DPPH, observandose como bandas color amarillo palido. Se compararon las placas
reveladas con acido fosfomolibdico (A) con placas reveladas con DPPH (B) para monitorear los

compuestos; las placas se hicieron por duplicado.
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Figura 3.5. Bioautografia directa con DPPH al 0.2% de subfracciones de CDC-3a — CDC-3i
(AcOEt). Las flechas indican los compuestos con capacidad de reducir el DPPH dando
seguimiento de los mismos compuestos con &cido fosfomolibdico. A) Revelado con acido
fosfomolibdico. B) Revelado con DPPH.

En tanto que en la Figura 3.6 se muestran las subfracciones de las que fue aislado el
compuesto CDC-14al, donde este ultimo posee la capacidad de reducir al radical DPPH,

observandose como bandas amarillas color pélido. Se compardé con una placa de &cido
fosfomolibdico para el monitoreo de las bandas.
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Figura 3.6. Bioautografia directa con DPPH al 0.2% de subfracciones derivadas de la fraccion
de AcOEt (CDC-2c) y del compuesto aislado y caracterizado estructuralmente CDC-14al.
Flecha indica el compuesto con capacidad de reducir el DPPH con el seguimiento con acido
fosfomolibdico. A) Revelado con &cido fosfomolibdico. B) Revelado con DPPH.
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3.4. DISCUSION

Los resultados del presente estudio dan informacion acerca del contenido de compuestos
fitoquimicos de los extractos de cada una de las partes vegetales evaluadas. La flor y corteza
de C. dodecandra mostraron el contenido fendlico mas alto, seguido de la semilla de M.
nodiflora y por dltimo las hojas de ambas especies vegetales. No existe informacion acerca del
contenido fitoquimico de C. dodecandra, sin embargo, hay reportes de otras especies del
género Cordia donde evaltan el contenido fitoquimico en corteza (Nariya et al., 2013; 2012; Al-
Musayeib et al., 2011), hoja (Abdel-Aleem et al., 2019; Michielin et al., 2011; Correia et al.,
2010) y en flor (Prakash et al., 2020). Esto hace suponer que en diferentes partes vegetales de
la especie evaluada podria haber compuestos con un perfil potencial de capacidad antioxidante

con base en los reportes de las otras especies del género.

De igual manera, no hay estudios sobre el contenido fitoquimico de M. nodiflora, aunque
existen reportes sobre la especie vegetal M. corchorifolia y su evaluacién de partes aéreas
(Palaksha et al., 2013; Rao et al., 2013). Esto rectifica que la parte vegetal con mas
compuestos fendlicos para las especies de este género son las partes aéreas como las hojas.
Por otro lado, existe un reporte del aislamiento de estigmasteroles glicosilados de la especie
vegetal M. umbellata, empleada como antihipertensiva, hepatitis y disminuciéon del colesterol
(Ridhay et al., 2012); debido a que la metodologia descrita por De Albuquerque et al. (2014)
detecta la parte glicosilada de los flavonoides, es probable su cuantificacion para este tipo de

compuestos.

En las Figuras 3.2 y 3.3 se present6 el porcentaje de inhibicion de DPPH y ABTS de los
extractos metanolicos de C. dodecandra y M. nodiflora, donde el mayor porcentaje de inhibicion
de los radicales corresponde al extracto de corteza de C. dodecandra con 45% para DPPH y
66% para ABTS. Estos resultados son mayores a los estudios en C. verbenacea con un
porcentaje de inhibicién del 46% en ABTS en el extracto etandlico de hoja (Michielin et al.,
2011) y 31% y 39% en DPPH del extracto metandlico de corteza de C. dichotoma y C.
macleodii, respectivamente (Nariya et al., 2013; 2012). El segundo extracto con mas actividad
fue la hoja de M. nodiflora con 43% para DPPH y 63% para ABTS. A pesar de que no existen
estudios de ABTS, Palaksha et al. (2013) reportaron un porcentaje de inhibicion del 68% en
DPPH del extracto etandlico para la especie de M. corchorifolia y, subsecuentemente, las
demds partes vegetales con porcentajes de inhibicibn mas bajos. Esto puede predecir el

mecanismo de accion de los extractos, en este caso, por transferencia de &tomos de hidrégeno
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o electrones (Re et al.,1998; Brand-Williams et al., 1994, Blois, 1958), pudiendo bloquear los

radicales en cadena mediante conversion de productos mas estables.

Por otro lado, la técnica de FRAP, apoyada en el mecanismo 6xido-reduccién basado en la
presencia de un ligando por antioxidantes formando un complejo colorimétrico (Benzie et al.,
1996), ofrece un panorama mas especifico sobre la actividad que ejercen los componentes de
los extractos al reducir metales (Figura 3.4). Al ser una cinética de reaccion, la técnica nos
permite conocer el grado de reduccién en tiempo real y conocer la potencia del extracto con el
paso del tiempo. Algunas de las partes vegetales en FRAP difirieron de los resultados
obtenidos con ABTS y DPPH; por ejemplo, la hoja que mostré la menor capacidad de reducir
estos radicales presentd un buen poder al reducir el hierro, al igual que la corteza de C.
dodecandra sin diferencias significativas entre si, mientras que la flor fue la parte vegetal de
esta especie con menor capacidad de reduccion férrica y que tuvo diferencias significativas
comparada con la de la hoja y de la corteza. Esto se asemeja al trabajo de Polka et al. (2019),
donde describen diferencias significativas entre la flor comparada con la corteza y fruto de una

especie vegetal.

Las partes vegetales de M. nodiflora (hoja y semilla), en comparacion con las de C.
dodecandra, estuvieron dentro de un rango bajo, por lo que estos extractos no tienen la
capacidad antioxidante de reducir el hierro, sugiriendo que el mecanismo de accion de los
compuestos involucrados de estos extractos no es por transferencia de electrones, si no por

transferencia de &tomos de hidrégeno.

Las placas cromatograficas (Figura 3.5) fueron observadas bajo luz ultravioleta antes de su
revelado con DPPH. Todas las subfracciones de la fraccion de acetato de etilo (CDC-2c) de la
corteza de C. dodecandra (CDC-3a — CDC-3i) mostraron en onda corta (254 nm) y onda larga
(365 nm) bandas que igualmente fueron detectadas al utilizar el revelador. Esto puede indicar
la presencia de estructuras quimicas con sistemas de conjugaciéon como dobles enlaces o
aromaticos, probablemente responsables de la actividad biolégica. Por otra parte, la Figura 3.6
muestra como el compuesto aislado y caracterizado CDC-14al tiene propiedad antioxidante al
reducir el radical de DPPH; no obstante, seria interesante probarlo con otros radicales libres

para conocer mas ampliamente su potencial biolégico.

Con base en la actividad antioxidante observada en los extractos y subfracciones, es probable

la existencia de compuestos antioxidantes en las diferentes partes vegetales de C. dodecandra
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y M. nodiflora, y que estén relacionados con las caracteristicas medicinales de las plantas.
Como sefalan diversos autores (Isa et al., 2016; Eltayeib e Ishag, 2015; Okusa et al., 2007), en
los extractos y fracciones de varias partes vegetales de plantas del género Cordia, como
corteza y hoja, existe la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides y
saponinas con actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante. De manera adicional,
hay estudios de la hoja de especies del género Melochia con actividad antimicrobiana,
antioxidante y citotoxica debido a la presencia de fenoles, flavonoides y alcaloides (Palaksha et
al., 2013; Rao et al., 2013; 2012).

Los estudios anteriores son importantes para contribuir al conocimiento de estas especies y
relacionar su actividad biol6gica con sus usos en la medicina tradicional. Y debido a que la
fitoquimica de ambas especies es aun desconocida, seria interesante realizar estudios
biodirigidos para comprobar su eficacia y otorgarles un valor agregado a estas especies

vegetales.
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CAPITULO IV

AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE UN COMPUESTO DE LA
CORTEZA DE Cordia dodecandra

4.1. INTRODUCCION

El aislamiento e identificacion de compuestos biolégicamente activos a partir de fuentes
naturales como las plantas involucran una secuencia de pasos. En la primera etapa, las
primeras fracciones pueden ser divididas fisicamente en una extraccion liquido-liquido. En
etapas posteriores, se hace uso de la cromatografia en columna, donde es sensato recoger
s6lo unas pocas sub-fracciones, unir aquellas que posean un perfil cromatogréafico similar,
seguido por su analisis mediante el bioensayo para determinar aquellas que contienen los
compuestos activos; sin embargo, debe tenerse en cuenta que la separacion de los metabolitos
puede disminuir la actividad biologica durante el fraccionamiento biodirigido por pérdida de
sinergismo. El punto final es el proceso de elucidacion estructural, que implica tanto la
acumulacion de la informacion estructural obtenida de numerosas fuentes como la asimilacion
de estos datos en la estructura quimica, que rigurosamente hace encajar la informacion

estructural disponible (Sarker et al., 2012).
4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Material vegetal

A partir de la subfraccién CDC-3d (150 mg) derivada de la fraccién activa de acetato de etilo

(CDC-2c) se procedid con el aislamiento y purificacién del compuesto.
4.2.2. Aislamiento cromatografico
4.2.2.1. Cromatografia en capa delgada (CCD)

Durante el proceso del fraccionamiento se empleé CCD en fase normal con respaldo de
aluminio (gel de silice 60 Fzs4, 5 cm x 5 cm, Merck, Alemania) y CCD en fase reversa con
respaldo de aluminio (gel de silice 60 RP-18 Fasss, 5 cm x 5 cm, Merck, Alemania). Con el
auxilio de un capilar se aplicaron alicuotas al 1%. El revelado de las placas se realizé con

ayuda del UV (254 y 365 nm) y con el revelador acido fosfomolibdico.
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4.2.2.2. Aislamiento cromatogréafico de CDC-14al

La subfraccion CDC-3d (150 mg), derivada de la fraccion activa de AcOEt (CDC-2c), se
sometié a una columna flash (gel de silice 60, 230-400 mesh, Merck, Alemania). La columna se
eluy6 con CH2Cl,-EtOH en gradiente 97:3 a 1:1, obteniendo las subfracciones CDC-9a — CDC-
9e. La subfraccion CDC-9a (33 mg) se someti6 a una Sephadex LH-20 (An), donde se
obtuvieron las subfracciones CDC-13a — CDC-13d. Las subfracciones CDC-13b (13.2 mg) y
CDC-13c (12.8 mg) fueron sometidas por separado a una Sephadex LH-20 (MeOH) que resultd
en el aislamiento del compuesto CDC-14al (cristales en forma de aguja color amarillo, 10.8

mg) (Figura 4.1).

CDC-14a1l.: cristales en forma de aguja color amarillo palido; p.f.: 201.8-204.4 °C; IR (MeOH,
ATR) vmax 3281 (OH), 3033 (Cspz-H), 2919 y 2830 (Csps-H), 1599 (C=0) cm?; *H-RMN (CDs0OD,
600 MHz) & 2.58 (1H, dd, J = 17.1, 2.8 Hz, H-3'a), 2.99 (1H, dd, J = 17.0, 13.0 Hz, H-3'b), 5.22
(1H, dd, J =13.1, 3.1 Hz, H-2"), 5.77 (1H, s, H-1), 6.71 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3), 7.20 (1H, d, J =
8.4 Hz, H-4) (Tabla 4.1); *C-RMN (CDsOD, 150 MHz) & 44.0 (t, C-3’), 80.4 (d, C-2’), 96.5 (d, C-
1), 116.3 (d, C-3), 129.0 (d, C-4), 131.1 (s, C-5), 158.9 (s, C-2), 164.8 (s, C-6), 169.3 (s, C-1),
197.4 (s, C-4’) (Tabla 4.2); CG-EM m/z 226 [M*] (C10H100s); CCD Rf 0.22 en CH.Cl,-EtOH
(95:5); CG tr = 19.56 min; CLAR tr = 31.62 min.

4.2.2.3. Anédlisis por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

El analisis de pureza del compuesto CDC-14al (Figura 4.2) se llev6 a cabo en el CICY,
utilizando un equipo CLAR (marca Agilent, modelo 1260 Infinity) equipado con una lampara de
UV. El andlisis fue realizado en una columna Avantor® Alltima (C18, 250 mm x 4.6 mm X 5 pum)
usando un gradiente de MeOH (A), ACN (B) y TFA al 0.3% (C) con un flujo de 1 mL/min.

4.2.3. Elucidacion estructural

El espectro de infrarrojo (IR) fue obtenido en el Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY), con un espectrometro
con transformada de Fourier Nicolet iS5 FTIR (Thermo Scientific), equipado con un dispositivo
ATR (Reflectancia Total Atenuada) iD7-ATR. Para el andlisis del espectro se utilizo el software
OMNICMR (v. 9.3.32 Thermo Nicolet Corp.). Previo registro de la medicién de fondo, la muestra
se depositd en la superficie de un cristal de diamante y el andlisis se realiz6 utilizando una

ventana espectral de 500 a 4000 cm™2, con 32 barridos y una resolucién de 4 cm™.
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Los cromatogramas y espectros de masas fueron obtenidos mediante un cromatégrafo de
gases (modelo 7890A) acoplado a un detector masico (modelo 5975C) de baja resolucién
(ambos de marca Agilent Technologies) en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY) con las siguientes condiciones: 1 uL de muestra; inyeccion de split 40:1; flujo de 1
mL/min (helio); columna DB-1701 (30 m x 250 mm x 0.25 mm); programa de temperatura del
horno: T1 = 140 °C (3 min), T, = 280 °C (50 min), gradiente de 10 °C/min; temperatura del
inyector 280 °C, temperatura del cuadrupolo (MS quad) 150 °C.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de H, *C, DEPT-135 y bidimensionales:
Correlation Spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy
(HSQC) y Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy (HMBC) fueron obtenidos con
un espectrémetro Bruker de 600 MHz (*H) y 150 MHz (*3C) en el Laboratorio Nacional de Nano
y Biomateriales (LANNBIO) del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN
(CINVESTAV) Unidad Mérida. EI compuesto CDC-14al fue disuelto en metanol deuterado (0.5

mL, 99.96%, Sigma-Aldrich). Se usoé tetrametilsilano (TMS) como referencia.
4.2.4. Determinacion de punto de fusion

El rango de punto de fusibn se determiné con el aparato Mel-Temp Il (200 watts, marca
Laboratory Devices). Se utilizé una pequefia cantidad del compuesto CDC-14al en tubos
capilares sin heparina (1.40-1.60 mm, 75 mm, marca Lauka), empledndose un rango de
temperatura de 200-210 °C.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Diagrama general de aislamiento del compuesto de C. dodecandra

El siguiente diagrama muestra el aislamiento cromatogréfico a partir de la fraccién de acetato
de etilo (CDC-2a) de corteza de C. dodecandra, fraccién que tuvo mayor actividad biologica.
Como resultado se obtuvo el primer compuesto aislado de esta especie vegetal (CDC-14al), el

cual se analiz6 por CLAR para confirmar su pureza.
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Figura 4.1. Aislamiento cromatografico del compuesto CDC-14al a partir de corteza de C.

dodecandra. CDC: C. dodecandra corteza. R: rendimiento.

4.3.2. Andlisis por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

En la Figura 4.2 se muestra el cromatograma obtenido por CLAR del compuesto CDC-14al (tr

= 31.62 min), confirmando su pureza. Como resultado de este analisis se decidi6 someter este

compuesto a analisis espectroscopicos y espectromeétricos para su elucidacion estructural.
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Figura 4.2. Cromatograma (CLAR) del compuesto CDC-14al.
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4.3.3. Andlisis por espectroscopia de infrarrojo (IR)

El espectro de infrarrojo del compuesto CDC-14al revel6 la presencia de una banda ancha
caracteristica de grupo hidroxilo (OH) a 3281 cm™, también la presencia de protones unidos a
carbono sp? (3033 cm™) y carbono sp® (2919 y 2830 cm™?), tipico de enlaces dobles y enlaces
simples, respectivamente. Por Ultimo, se mostré la presencia de una banda intensa a 1599 cm™
correspondiente a un carbonilo tipo cetona insaturado, haciendo notar que el corrimiento de esa
banda a ese numero de onda es debido a que el espectro fue obtenido mediante la técnica de
ATR. Otro detalle por considerar para el desplazamiento de esta banda a una baja frecuencia
serian los efectos de la insaturacién debido a la unién directa o indirecta de un anillo aromético
(Williams y Fleming, 1995) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Espectro de infrarrojo del compuesto CDC-14al.

4.3.4. Andlisis por espectrometria de masas (EM)

El andlisis de espectrometria de masas mostré un pico débil tipico de la fragmentacion de un
alcohol como ion molecular [M*] a 226 m/z, correspondiente a la formula molecular C1oH1006. La
formacion del pico base a 59 m/z puede atribuirse a la pérdida de C,HsO, siendo el fragmento
mas estable. Otros fragmentos como el de 57 m/z se debe a la pérdida de CsHy, el fragmento a

29 m/z es de un grupo etilo y la sefial a 18 m/z es debida a la pérdida de agua.
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Figura 4.4. Espectro de masas del compuesto CDC-14al.

4.3.5. Andlisis por resonancia magnética nuclear (RMN)
4.3.5.1. Espectro de *H-RMN del compuesto CDC-14al

Al realizar el analisis del espectro de 'H-RMN de CDC-14al se identificaron seis protones en
total. Se observé la presencia de dos sefiales de doble de dobles a 2.58 y 2.99 ppm
correspondientes a protones pertenecientes a un metileno. Asimismo, las sefales que
aparecen a 5.22 (doble de dobles) y 5.77 (singulete) ppm corresponden a protones de metinos
base de alcohol. Por ultimo, las sefiales encontradas a 6.71 y 7.20 ppm integran para un proton
cada uno, observandose como dobletes de protones en la region de anillo aromético (Figura

4.5). Los andlisis de DEPT-135 y HSQC permiten confirmar su vinculacién.

Las constantes de acoplamiento (J) indican la interaccion de dos protones de tipo geminal
correspondientes al grupo metileno (2.58 ppm, J = 17.1, 2.8 Hz; 2.99 ppm, J = 17.0, 13.0 Hz), al
mismo tiempo, estos protones interaccionan con un protén unido a un grupo hidroxilo (5.22
ppm, J = 13.1, 3.1 Hz). En cuanto a los protones del anillo aroméatico (6.71 ppm, J =84 Hzy
7.20 ppm, J = 8.4 Hz) nos indica que existe un acoplamiento de tipo orto (Tabla 4.1). El

acoplamiento de estos protones se confirma con el andlisis de COSY.
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Figura 4.5. Espectro de *H-RMN del compuesto CDC-14al. Disolvente: CD30D.
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Tabla 4.1. Desplazamientos quimicos de H-RMN (600
MHz, CD3OD) del compuesto CDC-14al. *

Protén 84 (J en Hz)
H-1' 5.77 (s, 1H)
H-2' 5.22 (dd, J = 13.1, 3.1 Hz, 1H)
H-3'a 2.58 (dd, J=17.1, 2.8 Hz, 1H)
H-3'b 2.99 (dd, J =17.0, 13.0 Hz, 1H)
H-3 6.71 (d, J = 8.4 Hz, 1H)
H-4 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 1H)

*Los valores de los desplazamientos quimicos (&) se dan en
partes por millén (ppm) en relacion con la sefial del
disolvente (4.87 y 3.31 ppm); constantes de acoplamiento
(J) se dan en Hz.
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4.3.5.2. Espectro COSY del compuesto CDC-14al

Las correlaciones encontradas en el analisis del espectro COSY permitieron correlacionar e
identificar aspectos importantes. Por ejemplo, la interaccion de los protones del metileno a 2.58
ppm (J =17.1, 2.8 Hz) y 2.99 ppm (J = 17.0, 13.0 Hz) con el protén de un metino hidroxilado a
5.22 ppm (J = 13.1, 3.1 Hz) (Figura 4.6). El proton de otro metino hidroxilado (s, 5.77 ppm) es el
Gnico gque no tiene correlacion con otro protdn vecino, debido a que la constante de
acoplamiento no tiene correlacion alguna, lo cual sugiere que la constante de acoplamiento en
este protdn en particular sea influenciada por una variedad de factores como el angulo diedro,
la disposicion relativa de los sustituyentes y la electronegatividad de los sustituyentes (Velasco,
1988). Asimismo, el andlisis de COSY permiti6 confirmar la presencia de dos protones
derivados de un anillo aromatico en posicion orto a 6.71 y 7.20 ppm, ambos protones con una
constante de acoplamiento de J = 8.4 Hz, siendo los Unicos protones en el anillo aromatico
(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Correlaciones en el espectro COSY del compuesto CDC-14al. A. Ampliacion de
correlacion entre protones de un metileno (6 *H = 2.58 y 2.99 ppm) con un protén de un
metino hidroxilado (6 'H = 5.22 ppm). B. Ampliacién de correlacion entre protones en
posicidn orto del anillo aromatico (6 *H = 6.71 y 7.20 ppm).
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Estas sefiales de protones en orto son semejantes al compuesto hesperetina, flavonoide
aislado e identificado en la flor de Cordia sebestena (6.84 y 6.90 ppm, J = 8.4 Hz) (Prakash et
al., 2020). Por lo anterior, los carbonos restantes de la molécula, considerando el espectro de
13C (carbonos cuaternarios), son probablemente carbonos unidos a oxigeno.

Con base en la informacién que nos proporciond el andlisis de COSY, se pudieron obtener
estructuras parciales de un anillo aromético y una cadena donde el metileno se correlaciona

con un metino hidroxilado (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Estructuras parciales obtenidas a partir del espectro COSY.

4.3.5.3. Espectro de **C-RMN del compuesto CDC-14al

El analisis del espectro muestra diez sefiales correspondientes a diez carbonos. La sefial con
un desplazamiento a 44.0 ppm corresponde a un metileno (CHy). Por otro lado, las sefiales
encontradas a 80.4, 96.5, 116.3 y 129.0 ppm indican cuatro metinos (CH). De estos metinos,
las sefiales que se encuentran por debajo de 100.0 ppm corresponden a metinos alifaticos
hidroxilados, mientras que las sefiales arriba de 100.0 ppm indican metinos pertenecientes a

anillo aromatico. Estos carbonos fueron confirmados por el andlisis de DEPT-135.

En la regién correspondiente a cinco sefales de carbonos cuaternarios (131.0 a 197.4 ppm), tal
como las sefales con desplazamiento a 158.9, 164.8 y 169.3 ppm, indican carbonos de anillo
aromatico unido a oxigeno debido a su desplazamiento a campo bajo, mientras que la sefial
mas desplazada a campo bajo a 197.4 ppm corresponde a un carbonilo de cetona. De igual
forma, estos carbonos cuaternarios son confirmados con el DEPT-135 al notar su ausencia en

este espectro (Figura 4.8 y Tabla 4.2).
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Figura 4.8. Espectro de 13C-RMN y DEPT-135 del compuesto CDC-14al.

Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos de '3C-RMN (150

MHz, en CD3OD) y DEPT-135 del compuesto CDC-14al. *

Carbono 6 (ppm) DEPT-135
c-1 169.3 C (Ar)
c-2 158.9 C (Ar)
c-3 116.3 CH (Ar)
c-4 129.0 CH (Ar)
C-5 131.1 C (Ar)
C-6 164.8 C (Ar)
c-1 96.5 CH
C-2 80.4 CH
C-3 44.0 CH2
c-4 197.4 C=0 (cetona)

*Los valores de los desplazamientos quimicos () se dan en
partes por millén (ppm) en relacion con la sefial del disolvente
(49.1 ppm). Ar: perteneciente al anillo aromatico.

-10
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4.3.5.4. Espectro HSQC del compuesto CDC-14al

El analisis del espectro HSQC permiti6é confirmar la identidad de diferentes sefiales, tales como
los protones geminales pertenecientes al grupo metileno y que por lo tanto muestran
correlaciones hacia un mismo atomo de carbono. Tal es el caso de la sefial de carbono a 44.0
ppm que se correlaciona con los protones desplazados a 2.58 y 2.99 ppm (Figura 4.9), estas
sefiales también son semejantes al compuesto hesperetina, identificado en C. sebestena (2.75
y 3.05 ppm) (Prakash et al., 2020), coincidiendo con la de un metileno. De igual manera, existe
correlacion entre los atomos de carbono correspondientes a metinos, encontrados a 80.4, 96.5,
116.3 y 129.0 ppm con los protones desplazados a 5.22, 5.77, 6.71 y 7.20 ppm,

respectivamente (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Correlaciones en el espectro HSQC del compuesto CDC-14al. A. Correlacién
del metileno en el espectro entre el carbono a 44.0 ppm y los protones a 2.58 y 2.99 ppm.
B. Correlacion de metinos entre diferentes atomos de carbono y protones.

4.3.5.5. Espectro HMBC del compuesto CDC-14al

El espectro de HMBC muestra conexiones de los protones del metileno encontrados a 2.58 y

2.99 ppm, donde el primero solamente correlaciona con un carbono con desplazamiento a
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197.4 ppm tipico de un carbonilo perteneciente a una cetona; de igual forma, el protén a 2.99
ppm tiene interaccion con este grupo carbonilo. También, este proton tiene conexion con un
metino hidroxilado a 80.4 ppm y con un carbono cuaternario de anillo aromético a 131.1 ppm
(Figura 4.10).
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Figura 4.10. Region del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones

a 2.58 ppm (linea roja) y 2.99 ppm (linea azul) con diferentes &tomos de carbonos.
Esto ultimo fue importante ya que, junto con los resultados del espectro COSY, se pudo unir y
construir las estructuras parciales antes mencionadas (Figura 4.7), donde se puede proponer
gue el grupo metileno y un grupo metino hidroxilado se unen con un carbonilo y una parte del

anillo aromatico (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Primera parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando la
correlacion segun el HMBC (flecha roja: dx 2.58, flecha azul: 6w 2.99).

Hasta ahora se ha tomado en cuenta la sefial del metileno (& 2.58, dc 44.0) y su interaccion
con un metino hidroxilado (o 5.22, &¢c 80.4), de los dos metinos disponibles en la molécula. Por

lo tanto, se continué analizando mas a fondo las sefiales de ambos metinos hidroxilados. El
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primer metino con desplazamiento a 5.22 ppm, tiene multiples conexiones con el metileno a
44.0 ppm (&4 2.58 y 2.99), descrito anteriormente con el analisis de COSY, con un metino de
anillo aromatico a 129.0 ppm (&4 7.20), y con tres carbonos cuaternarios, uno ubicado a 197.4
ppm (carbonilo) y dos pertenecientes a anillo aromético, uno a 131.1 ppm (cuaternario) y otro a
164.8 ppm (cuaternario), que por su desplazamiento a campo bajo probablemente sea un
carbono unido a oxigeno.

Por otro lado, el segundo metino a 5.77 ppm sélo tiene tres conexiones, dos con carbonos
cuaternarios a 164.8 y 169.3 ppm, ambos que por su desplazamiento a campo mas bajo deben
estar unidos a oxigeno, y a 197.4 ppm perteneciente al carbonilo anteriormente mencionado en
el espectro de 3C (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Region del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones

a 5.22 ppm (linea verde) y 5.77 ppm (linea amarilla) con diferentes atomos de carbonos.
Todas estas correlaciones permitieron identificar y definir la posicion de cuatro de seis atomos
de carbono del anillo aromético. Por otro lado, la sefial a 5.22 ppm se correlaciona con dos

carbonos del anillo aromatico, un carbono cuaternario a 131.1 ppm y un metino a 129.0 ppm.

Por otra parte, el protén a 5.77 ppm se correlaciona con los carbonos a 164.8 y 169.3 ppm
unidos a oxigeno, pertenecientes al anillo aromatico. Con lo antes mencionado, se propone que
el anillo aromatico estd unido a una parte ciclica, pues no hay metilos, confirmado

anteriormente en el espectro de *C y DEPT-135. No existen dobles enlaces, debido a que no
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hay constantes de acoplamiento (J) entre protones de naturaleza cis o trans. Asi, se propone
una segunda parte de la estructura quimica (Figura 4.13).

Figura 4.13. Segunda parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando la correlacién

segun el HMBC (flecha verde: 6w 5.22, flecha amarilla: o1 5.77).
La ultima parte del espectro de HMBC muestra las correlaciones de los protones en posicion
orto del anillo aromatico. El protén ubicado a 6.71 ppm mostr6 tener correlacion con el metino
vecino en posicion orto (129.0 ppm) y con dos carbonos cuaternarios ubicados a 131.1 y 158.9
ppm. Mientras que el protobn con un desplazamiento a 7.20 ppm mostré correlacion con el
metino vecino en posicion orto (116.3 ppm), con los dos carbonos cuaternarios encontrados a
(131.1 y 158.9 ppm) y con un metino hidroxilado (80.4 ppm) a cinco enlaces de distancia
(Figura 4.14). Usualmente se observan correlaciones de dos a tres enlaces de distancia, sin
embargo, existen reportes de compuestos con enlaces de rango muy largo de hasta cinco
enlaces de distancia (°J), tal es el caso del compuesto 4,4-dimetillantracen-1,9,10-(4H)-triona y
del compuesto etilcrotonato (Araya et al., 2000; Araya et al., 1999); estos dos compuestos, al
igual que la molécula propuesta de CDC-14al, comparten la presencia de insaturaciones como
carbonilos de cetonas que pueden alcanzar una longitud mayor y, por lo tanto, presentar un

rango mayor a lo establecido.
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Figura 4.14. Region del espectro de HMBC mostrando las correlaciones entre los protones
a 6.71 ppm (linearosa) y 7.20 ppm (linea violeta) con diferentes 4&tomos de carbonos.

Este ultimo analisis permitié confirmar la posicién de los protones aromaticos en orientacion
orto (J = 8.4 Hz), debido a que ambos protones interaccionan con su carbono vecino (du 6.71
con &¢ 129.0 y &1 7.20 con &c¢ 116.3). Este acoplamiento también se observo en el analisis de
COSY mostrado en la Figura 4.6.

Cabe indicar que, por primera ocasién, se observé la interaccibn de ambos protones con el
carbono cuaternario a 158.9 ppm que, por su desplazamiento a campo bajo, es otro carbono
unido a oxigeno. Los andlisis anteriores permitieron identificar y definir la posiciéon de los dos
protones aroméaticos y de los grupos hidroxilo en la molécula, por lo que se presenta la Gltima
parte de la estructura quimica de la molécula propuesta (Figura 4.15) y correlaciones generales
observadas en HSQC, HMBC y COSY (Figuras 4.16 y 4.17). Finalmente, en la Figura 4.18 se
muestra la molécula propuesta para el compuesto CDC-14al y en la Tabla 4.3 se proporcionan

los valores de RMN encontrados.
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Figura 4.15. Tercera parte de la estructura quimica de CDC-14al mostrando las correlaciones
segln el HMBC (flecha rosa: 6w 6.71, flecha violeta: &1 7.20).

OH OH
HO 0
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Figura 4.18. Estructura propuesta para el compuesto CDC-14al.

Con base en una revision hecha en la literatura con el apoyo de bases cientificas (Scifinder,
ScienceDirect y PubMed), se pudo ver que existen conocimientos previos acerca de la
fitoquimica y actividad biol6gica de distintos compuestos del género Cordia, sin embargo, no se
encontré reportes de este metabolito secundario, por lo cual es nuevo, y es el primero en ser

aislado e identificado de la corteza de C. dodecandra.
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Tabla 4.3. Asignaciones del compuesto CDC-14al basadas en los datos espectroscopicos de RMN. *

H, & ¢, &
No. 'H, 8
COSsY 13C DEPT-135 | HSQC HMBC
C-1 — — 169.3 - - _
C-2 - — 158.9 — — —
C-3 6.71 7.20 116.3 CH 116.3 129.0, 131.1, 158.9
C-4 7.20 6.71 129.0 CH 129.0 80.4, 116.3, 131.4, 158.9
C-5 — — 131.1 — — _
C-6 — — 164.8 - - _
c-1 .77 — 96.5 CH 96.5 164.8, 169.3, 197.4
Cc-2 5.22 2.58,2.99 | 80.4 CH 80.4 44.0, 129.0, 131.1, 164.8, 197.4
2.58 2.99, 5.22 197.4
Cc-3 44.0 CH: 44.0
2.99 2.58, 5.22 80.4, 131.1, 197.4
c-4 — — 197.4 — — —

* Los valores de los desplazamientos quimicos (3) se dan en partes por millén (ppm).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

1. Los extractos metandlicos de la corteza de Cordia dodecandra, de la hoja de Melochia
nodiflora y de la planta entera de Ruellia nudiflora, tienen buena actividad antibacteriana al
presentar halos de inhibicién contra cepas bacterianas patégenas, siendo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella sp., Brucella sp. y Klebsiella sp. las cepas

mas susceptibles.

2. La fraccion CDC-2b (DCM) de C. dodecandra fue activa contra dos de las cinco cepas
bacterianas, mientras que la fraccion CDC-2c (AcOEt) se destacO por ser activa contra
cuatro de las cinco cepas bacterianas evaluadas.

3. Los seis extractos metanolicos de las especies C. dodecandra y M. nodiflora presentan
propiedades antioxidantes al demostrar buenos resultados en la cuantificacion de

diferentes compuestos fendlicos.

4. Los extractos metandlicos de corteza de C. dodecandra y hoja de M. nodiflora poseen
mayor actividad antioxidante al reducir radicales libres como DPPH, ABTS y FRAP, en

comparacion a otros extractos vegetales.

5. El compuesto CDC-14al aislado de C. dodecandra mostré tener actividad antioxidante al

reducir el radical DPPH durante el bioensayo de bioautografia directa.

6. La molécula propuesta del compuesto CDC-14al, caracterizada estructuralmente mediante
varios métodos espectroscopicos (IR, EM y RMN), constituye un compuesto novedoso
para el género Cordia y es el primer metabolito secundario aislado e identificado en la
corteza de la especie vegetal C. dodecandra, de acuerdo con una busqueda realizada en
la base de datos SciFinder, en la cual no hay registros de reportes en la literatura de

metabolitos aislados de C. dodecandra.
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5.2. PERSPECTIVAS
1. Realizar el andlisis de masas de alta resolucion del compuesto CDC-14al.

2. Evaluar el compuesto identificado CDC-14al y antibioticos de referencia contra distintas
cepas de bacterias patégenas del ser humano.

3. Asi mismo, evaluar la actividad antioxidante del compuesto identificado CDC-14al contra
otros radicales libres, con la finalidad de tener un conocimiento mas amplio acerca de su

actividad biolégica.

4. Continuar con el aislamiento y purificacion cromatogréfica de las subfracciones derivadas
de la fraccién activa CDC-2c¢ (AcOEt) de C. dodecandra.

5. Realizar el aislamiento cromatografico a partir de la fraccibn activa CDC-2b
(diclorometano), lo cual permitiria contribuir a la identificacion de otros metabolitos

secundarios con actividad biol6gica de la especie C. dodecandra.
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ANEXQOS
Anexo 1

Debido a que la fitoquimica y farmacologia de Cordia dodecandra estad sin explorar, se han elaborado las Tablas A1 y A2 con
estudios relacionados a distintas especies pertenecientes al género Cordia, tanto a nivel quimico como farmacolégico, con la
finalidad de familiarizarse con las clases de metabolitos secundarios que podrian estar presentes en la especie vegetal C.
dodecandra, objeto de estudio en el presente trabajo.

Tabla Al. Actividad biol6gica de extractos y compuestos aislados del género Cordia.

Especie r:]J:gfci(ar]na vzagt?sll Actividad Tipo y/o compuestos Referencia
(nombre comun) o =9 biolégica guimicos
tradicional utilizada
Cortega de No indica Fenole_s, fIavon0|dgs, Assefa et al., 2016
raiz terpenoides, saponinas
Enfermedad Antioxidante
C. africana Lam. hepatica, S. aureus, E.
(teca de Sudan) a;n:zé?;a;;i ?jci);cr):eie cké(r)::zya faecaéllségi.’c; reus, Fenoles, flavonoides Isa et al., 2015
aeruginosa, S.
typhi
Antioxidante
E. coli, P.
C. americana L. Inflamacion y Corteza aeruginosa, S. Rufescenolidos B, C, D, Fernandez et al.,
(guayaibi) heridas enteritidis, Y. acidos yunnaneicos |y J 2013
enterocolitica, S.
aureus
" Antioxidante o Salazar-Aranda et al.,
L Tos, bronquitis, Flor No indica
C. boissieri DC. C S. aureus 2011
(anacahuita) tuberculosis, flebre, Acido oleico, &cido Alanis-Guzman et al
neumonia Fruto S. aureus . 7 N
linoleico 1998
Enfermedades S. aureus, S.
C. colloccoca L. pulmonares, Hoja epidermidis, P. Afzelin y quercitrina Fouseki et al., 2016
contusiones, aeruginosa, E.
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hinchazén

cloacae, K.
pneumoniae, E. coli

Resfriado, tos,

De Oliveira et al.,

inflamacion, dolor | Hoia tallo No indica 2007
C. curassavica Jacg. de cabeza, S. aureus, S Aceites esenciales
(barredor) afecciones Partes aéreas e | dermi dié V Hernandez et al.,
gastrointestinales, P cholerae’ ' 2007
problemas de piel
Fiebre, E. coli, P. lcaloid .
hemorragias aeruginosa, S Alcaloi )€s, coumarinas, .
2 o flavonoides, esteroides, Nariya et al. 2011
. envenenamiento de pyogenes, S. .
C. dichotoma Forster 1 . taninos
arafia, dispepsia, Corteza aureus
(bohkar) : b
diarrea, colitis,
sensacion de Antioxidante Apigenina Anjali et al., 2011
gquemadura
S aureus. S 8,8’-Dimetil-3,4,3",4'-
e idermidié B dimetilendioxi-7-0x0-2,7’
C. exaltata Lam Enfermedades P A ciclolignano y 8,8’- De Sousa Nogueira et
! . . Fruto subtilis, P. Lo : Tt g
(alatrigue blanco) respiratorias . .| dimetil-4,5-dimetoxi-3’,4'- al., 2013
aeruginosa, E. coli, . s ,
! metilendioxi-7-0x0-2,7’-
S. flexneri L
ciclolignano
Malaria, diarrea, Antioxidante Alcalo!des, saponinas, Okusa et al., 2007
_—— . enfermedades de Corteza de . flavonoides, terpenoides
C. gilletii De Wild la piel, heridas raiz S. aureus, E. coli, 1= 0o e rlaldehido
fiebre P. aeruginosa y lupeol Okusa et al., 2014
C. globifera Smith Malaria rais Antioxidante Corglartl)r_rfud_as AyB Parks et al., 2010
(Sak Hin) M. tuberculosis oorierina y Dettrakul et al., 2009
cordiachrome C
aerEu.g(i:gg’sz s Alcaloides, flavonoides,
C. macleodii Hook. Fiebre, heridas, Corteza pyogenes, S. esteroides, ter_penmdes y Nariya et al., 2010
) L coumarinas
(dahiphal) ictericia aureus _
Hoja y flor Antioxidante Acido p-hidroxibenzoico, El-Sayed et al., 1998
guercetina, kaemferol
Fiebre, tos, B. subtilis, B. .
" Alcaloides, fenoles,
C. sebestena L. desérdenes . cereus, S. aureus, ; -
. X ; : Hoja . flavonoides, esteroides, Osho et al., 2016
(arbol nomeolvides) gastrointestinales e E. coli, P. .
) . triterpenos
influenza aeruginosa
C. sinensis Lam. Desoérdenes Corteza Antioxidante. Alcaloides, fenoles y Eltayeib e Ishag, 2015
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(andrab)

gastrointestinales y
respiratorios

P. aeruginosa, K
pneumoniae, S.
aureus, B. subtilis

flavonoides

C. verbenacea DC.
(erva-baleeira)

Dolores,
inflamacion,
Ulceras, artritis,
desérdenes
gastrointestinales y
respiratorios,
antitumoral

Hoja

E. coli, P.
aeruginosa, S.
aureus

Flavonoides, esteroides,
coumarinas, quinonas,

saponinas, alcaloides,
terpenoides

Matias et al., 2015
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Tabla A2. Compuestos fitoquimicos aislados e identificados con actividad antibacteriana en especies del género Cordia.

ANEXO 2

Especie
(nombre Estructura quimica (formula molecular) Referencias
comun)
COOCH; 0 COOH
o (0]
HO — HO —
T OH
HO OH HO, i O HO HO i OH
HO
OH — OH SN O OH
o 0 o)
0 o) 0
Corteza de Rufescendlido B (C2sH26011) Rufescendlido C (CisH1607) Rufescendlido D (C27H24011) .
, Fernandez et
C. americana L. al 2013
(guaya'bi) COOH COOH "
(0] (0]
(0] (o]
HO HO
HO HO i O OH HO Ho i O OH
<N\ oH — OH
O Coom O CoocH,
Acido yunnaneico | (C27H26012) Acido yunnaneico J (CzsH25012)
0
’ o OH
Fruto de Acido oleico (C1g8H340>) Alanis-
C. boissieri DC. @) Guzmén et
(anacahuita) _ _ al., 1998
OH

Acido linoleico (C1sHz202)
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Hoja de O B Fouseki et al.,
C. colloccoca o—: OH O o WOH 2016
oH © ; “'OH
HO OH OH
Afzelina (C21H20010) Quercitrina (C21H20011)
OH
Corteza de .
C. dichotoma Anjglc;le; al.,
Forster (bohkar)
OH O
Apigenina (C1sH100s)
O
/O W
~
Fruto de \ 0O =
C. exaltata Lam 0 Nogueira et
(alatrique al., 2014
blanco) ) o)
o—/ o—/
Ciclolignanos
C20H180s C21H2205
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Corteza de raiz

C. gilletii De Oku;glit al.,
wild HO
0 -
Friedelina (CzoHs00) Ferulaldehido (C10H1003) Lupeol (CzoHs00)
(0] O
H
X
0 0 H
Globiferin (C1sH1802) Cordiachrome C (C16H1802)
Raiz de (0] 0 Parks et al.,
C. globifera Y Y 2010;
Smith WNH WNH Dettrakul et
(Sak Hin) al., 2009
o N O O N @]
E/S) SH
Cordiarimida A (CisH1sN204) Cordiarimida B (C15H1sN204)
O~_OH
C. macleodii El-Sayed et
Hook. al., 1998
(dahiphal) "
OH OH O

Acido p-hidroxibenzoico (C7HsOs)

Quercetina (CisH1007)
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