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RESUMEN 

La trombosis es una complicación clínica común de la influenza grave. Los pacientes con una 

infección grave por influenza, a menudo muestran alteraciones típicas de la coagulación. La 

sobreactivación de la coagulación por influenza exacerba el riesgo de enfermedades pulmonares 

y cardíacas. La investigación de nuevas fuentes de moléculas de origen natural que puedan 

atender ambas patologías es de especial interés. El género Caesalpinnia ha demostrado 

contener compuestos con actividades farmacológicas diversas, entre estas antivirales y 

anticoagulantes. En éste trabajo se realizó la evaluación in vitro de la actividad anti-

neuraminidasa y anticoagulante de extractos obtenidos a partir de las inflorescencias y semillas 

de Caesalpinnia yucatanensis, planta nativa de la península de Yucatán. Para la evaluación de 

la actividad anti-neuraminidasa se empleó el ensayo de inhibición enzimática con el sustrato 4- 

ácido 4-metilumbeliferil-α-D-N-acetilneuramínico y la neuraminidasa de Clostridium perfringes. 

Como control positivo se empleó un producto natural con actividad anti-neuraminidasa 

(quercetina). Para la evaluación de la actividad anticoagulante se empleó el ensayo de tiempo 

de protrombina, utilizando heparina como control positivo.  

Los extractos de inflorescencias y semillas fueron particionados y fraccionados de forma 

biodirigida. Los resultados indicaron que las particiones y fracciones polares de inflorescencias 

de  C. yucatanensis presentaron actividad anti-neuraminidasa. La fracción CYF1B presentó un 

valor de CI50 de 0.15 mg/mL. Los resultados de la actividad anticoagulante indicaron que las 

particiones y fracciones polares de C. yucatanensis mostraron los tiempos de coagulación 

significativamente más largos respecto al control (p < 0.05 - test de Fischer). La fracción CYF1B 

retrasó el tiempo de coagulación en un 26%.  Las semillas de Caesalpinnia yucatanensis no 

presentaron actividad anticoagulante ni actividad anti-neuraminidasa significativa. 

La fracción CYF1B fue caracterizada de manera preliminar mediante ensayos colorimétricos y 

espectroscópicos. Fue posible detectar la presencia de carbohidratos y flavonoides. En la 

literatura se reporta la actividad anti-neuraminidasa y anticoagulante este tipo de metabolitos, lo 

cual se encuentra en concordancia con los resultados obtenidos y permite concluir que las 

inflorescencias de C. yucatanensis tienen un alto potencial farmacológico. 
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ABSTRACT 

Thrombosis is a common clinical complication of severe influenza. Patients with severe influenza 

infection often show typical coagulation disorders. Overactivation of coagulation by influenza 

exacerbates the risk of pulmonary and cardiac disease. The investigation of new sources of 

naturally occurring molecules that can address both pathologies is of particular interest. The 

genus Caesalpinnia has been shown to contain compounds with diverse pharmacological 

activities, including antiviral and anticoagulant activities. In this work, the in vitro evaluation of the 

anti-neuraminidase and anticoagulant activity of extracts obtained from the flowers and seeds of 

Caesalpinnia yucatanensis, was carried out. For the evaluation of the anti-neuraminidase activity, 

the enzymatic inhibition assay was used with the substrate 4-methylumbelliferyl-α-D-N-

acetylneuraminic acid and Clostridium perfringes neuraminidase. A natural product with anti-

neuraminidase activity (quercetin) was used as a positive control. The prothrombin time assay 

was used to evaluate the anticoagulant activity, using heparin as a positive control.  

Flowers and seed extracts were partitioned and fractionated in a bioguided manner. The results 

indicated that the partitions and polar fractions of C. yucatanensis flowers showed anti-

neuraminidase activity. The CYF1B fraction presented an IC50 value of 0.15 mg/mL. The results 

of the anticoagulant activity indicated that the partitions and polar fractions of C. yucatanensis 

showed significantly longer coagulation times with respect to the control (p < 0.05 - Fischer's test). 

The CYF1B fraction delayed the clotting time by 26%. Caesalpinnia yucatanensis seeds didn’t 

display anticoagulant nor anti-neuraminidase activity. 

The CYF1B fraction was preliminarily characterized by colorimetric and spectroscopic assays. It 

was possible to detect the presence of carbohydrates and flavonoids. The literature reports the 

anti-neuraminidase and anticoagulant activity of these metabolites, which is in agreement with 

the results obtained and allows us to conclude that C. yucatanensis flowers have a high 

pharmacological potential. 



CAPÍTULO I ANTECEDENTES 
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CAPÍTULO I  

ANTECEDENTES 

I.1. Coagulación sanguínea 

Se denomina coagulación al proceso por el cual la sangre pierde su liquidez convirtiéndose en 

un gel, para formar un coágulo. Este proceso potencialmente desemboca en la hemostasis, es 

decir, en el cese de la pérdida de sangre desde un vaso dañado, seguida por su reparación. El 

mecanismo de coagulación involucra la activación, adhesión y agregación plaquetaria, junto con 

el depósito y maduración de la fibrina. Los desórdenes de la coagulación son estados de 

enfermedad que pueden provocar hemorragias espontáneas, formación de hematomas o 

coagulación obstructiva (trombosis) (Chee, 2014). 

La coagulación comienza casi instantáneamente después de que una herida daña el endotelio 

de un vaso sanguíneo. La exposición de la sangre al espacio que se encuentra debajo del 

endotelio inicia dos procesos: cambios en las plaquetas, y exposición del factor tisular 

subendotelial al factor VII del plasma, lo cual conduce finalmente a la formación de fibrina (Palta 

et al., 2014). Las plaquetas inmediatamente forman un tapón en el sitio de la lesión; este proceso 

se denomina hemostasis primaria. La hemostasis secundaria ocurre en simultáneo; los factores 

de coagulación proteicos más allá del factor VII responden en una compleja cascada de 

reacciones enzimáticas para formar fibras de fibrina, que fortalecen el tapón de plaquetas. 

I.2 Coagulación sanguínea anormal y las patologías asociadas 

Un trastorno de coagulación, significa que no se tienen suficientes plaquetas o factores 

de coagulación o éstos no funcionan como deberían. Los problemas de coagulación pueden 

ocurrir por otras enfermedades, como enfermedades hepáticas severas (cáncer, cirrosis, 

hepatitis vírica) o falta de vitamina K. También pueden ser un trastorno hereditario.  

Entre las patologías asociadas a trastornos en la coagulación se puede citar el tromboembolismo 

venoso como una de las más recurrentes y mortales (Stone et al., 2017). El término de trombosis 

hace referencia al proceso de formación o la presencia de un coágulo que afecta la circulación 

sanguínea, arterial o venosa. La causa de esta oclusión en muchas ocasiones puede ser 

claramente identificada, pero en otras permanece sin identificarse el origen.  
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En México existen entre 400 y 500 mil casos de trombosis por año, lo que la hace una de las 

primeras causas de mortalidad del país (Martínez-Murillo, 2000). Una trombosis venosa 

profunda, puede desprenderse y causar un problema serio en los pulmones, conocido 

como embolia pulmonar, un infarto agudo al miocardio o un derrame cerebral. 

I.3 Enfermedades virales y coagulación 

Durante el último siglo han emergido nuevos virus, incluyendo nuevas cepas del virus de la 

influenza A, síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), síndrome respiratorio del Medio 

Oriente (MERS-CoV), y recientemente el SARS-CoV-2. Se conoce que los procesos de cambio 

y deriva antigénica permiten la formación de nuevas cepas con resistencia a los antivirales 

aprobados por la FDA (Meganck and Baric, 2021). De ahí el interés y la necesidad por el 

desarrollo de nuevos fármacos con actividad antiviral. 

Adicional a los síntomas particulares de cada virus, estudios científicos reportan que muchas 

infecciones virales comprometen la hemostasia y la coagulación, introduciendo complicaciones 

hemorrágicas o trombóticas (Mackman et al., 2020). Recientemente, una fuerte asociación entre 

la coagulación sanguínea y las enfermedades virales se ha documentado, afectando a millones 

de personas a nivel mundial. Un ejemplo de esto es la infección por SARS-CoV-2. Una de las 

complicaciones más preocupantes es la inusual formación de coágulos sanguíneos en muchos 

pacientes con COVID-19 (Bautista-Vargas et al., 2020). Estos coágulos pueden llegar a órganos 

como el pulmón, el corazón o el cerebro, y causar ataques cardíacos o accidentes 

cerebrovasculares, con consecuencias fatales.  

En el caso del SARS-CoV-2, se han reportado tromboembolias pulmonares dentro de la arteria 

pulmonar principal, trombos en vasos pequeños y fibrina dentro de los vasos pulmonares así 

como focos de hemorragia (York et al., 2013),(Li et al., 2020). La mayoría de los casos que han 

conducido la muerte han presentado complicaciones coagulatorias 

Existen otros virus coagulopáticos en humanos como varicela y sarampión; arbovirus como el 

virus del dengue; virus del ébola; y también virus de la influenza, hepatitis, VIH,  citomegalovirus 

y coronavirus (Pryzdial et al., 2020).  

Aunque la patología manifestada es específica de cada virus, el factor tisular (TF) parece ser el 

principal activador de la cascada de la coagulación durante la infección viral (Goeijenbier et al., 

2012). El TF es un receptor transmembranal fundamental en el mecanismo de coagulación 

sanguínea. Este acelera la activación proteolítica del factor X (FX) en presencia de membranas 
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que contienen fosfolípidos aniónicos y calcio. También acelera la activación del factor IX(FIX) a 

FIXa,  del factor FVIII a FVIIIa y la autoactivación de FVII (Kamikubo et al., 2017) (Figura 1). La 

activación excesiva de estos factores causa una amplificación de la formación de coágulos.  

 

 

I.4 Virus de la influenza y coagulación 

La influenza es un problema de salud a nivel mundial. Sus síntomas incluyen fiebre, tos 

(generalmente seca), dolor de cabeza, dolor muscular y articular, malestar severo (sensación de 

malestar), dolor de garganta y secreción nasal. Anualmente se detectan alrededor de un billón 

de casos, de los cuales 3 a 5 millones son severos y se producen entre 290,000 y 650,000 

muertes por problemas respiratorios asociados a esta enfermedad (Organización Mundial de la 

Salud, 2019). 

En México durante la temporada estacional (semana 40 del 2019 a la 20 del 2020), se estimaron 

236,150 casos de influenza y 330 defunciones a nivel nacional acumulados al corte del mes de 

abril del 2020. El subtipo viral predominante es A (H1N1) en un 48% de todos los casos 

(Secretaría de Salud, 2020). 

Figura 1 Factor tisular en la producción de dímero D viral mediada por la 
trombina (factor IIa [FIIa]). Tomado de: (Pryzdial et al., 2020) 
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La trombosis es una complicación clínica común de la influenza grave. Los pacientes con una 

infección grave por virus de influenza A (VIA), a menudo muestran alteraciones típicas de la 

coagulación, que incluyen hemorragias y trombosis de vasos sanguíneos pequeños y capilares 

pulmonares (Yang and Tang, 2016). Las anomalías de la coagulación (coagulopatía) se 

caracterizan por un tiempo prolongado de tromboplastina parcial activada, tiempo de protrombina 

y tiempo de trombina, y disminución del recuento de plaquetas en sangre en pacientes infectados 

(Palta et al., 2014) 

La sobreactivación de la coagulación por influenza exacerba el riesgo de enfermedades 

pulmonares y cardíacas (Antoniak and Mackman, 2014) . Las infecciones por VIA también causan 

un aumento transitorio del riesgo de trombosis venosa profunda y embolia pulmonar (Smeeth et 

al., 2006), síndromes coronarios agudos (Corrales-Medina et al., 2010), cardíacos agudos 

(Ludwig et al., 2015), infarto agudo de miocardio (Barnes et al., 2015) y otras enfermedades 

cardiovasculares(Clar et al., 2015). La trombosis en una arteria coronaria ya enferma puede 

causar un nivel subcrítico de estenosis, atribuible al desarrollo de síndromes coronarios agudos. 

El uso de oseltamivir (Tamiflu) ha demostrado que una reducción de la carga viral se asocia con 

una disminución de la incidencia de trastornos cardíacos (Dobson et al., 2015). 

I.5 Fármacos antivirales y anticoagulantes 

La estrategia más efectiva para combatir enfermedades virales es la vacunación. Sin embargo, 

a pesar de la existencia de vacunas contra el VIA, su efectividad es muy baja, dada la variabilidad 

antigénica del mismo (Dou et al., 2018). Por otra parte, los fármacos antivirales constituyen otra 

vía para el control de esta enfermedad. 

Existen tres clases de agentes antivirales aprobados y disponibles para el tratamiento de la 

influenza: los bloqueadores del canal iónico de la proteína M2, los inhibidores de neuraminidasa 

y los inhibidores de polimerasas. Actualmente los inhibidores de neuraminidasa son los más 

utilizados. Estos inhibidores son análogos competitivos de ácido siálico, o sea, que interfieren en 

la actividad enzimática sialidasa de la proteína viral, que es fundamental para la liberación de la 

progenie de nuevos viriones en la célula infectada. En la actualidad existen cuatro inhibidores de 

NA aprobados para el tratamiento de infecciones por influenza A y B: oseltamivir, zanamivir, 

peramivir y laninamivir (Lehnert et al., 2016). 

Oseltamivir es el más ampliamente utilizado de los tres; mientras que el zanamivir, administrado 

por inhalación, no se recomienda para niños pequeños con problemas respiratorios; el peramivir, 

por vía intravenosa, está priorizado para pacientes hospitalizados que no pueden recibir el 
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tratamiento de forma oral; y el laninamivir de dosis única, también es administrado por inhalación, 

para el tratamiento de niños y adultos (Pizzorno et al., 2019). 

Sin embargo, el virus ha desarrollado resistencia ante estos antivirales de NA. Una de las 

mutaciones responsables de la resistencia mostrada por la cepa H1N1 frente a oseltamivir y 

peramivir, es la sustitución H275Y. Otras de las mutaciones reportadas son R292K y E119V en 

la cepa H3N2, que confieren baja sensibilidad al zanamivir y laninamivir. Incluso cuando la 

prevalencia de la resistencia en las cepas circulantes es muy baja (menor del 1 %), se ha 

observado en condiciones apropiadas cómo la resistencia podría diseminarse rápidamente para 

alcanzar una prevalencia del 90-100% (Samson et al., 2013). 

Un fármaco anticoagulante es una sustancia exógena que interfiere o inhibe la coagulación de la 

sangre, creando un estado antitrombótico o prohemorrágico (Alquwaizani et al., 2013). Existen 4 

tipos de anticoagulantes: heparinas, inhibidores directos del factor Xa (rivaroxabán, apixabán y 

edoxabán), inhibidores de la vitamina K (cumarinas) e inhibidores directos de trombina 

(dabigatrán).  

Las cumarinas warfarina (Figura 2A) y  acenocumarol se usaron sin competencia por más de 

medio siglo, tienen buena absorción y bajo costo. Son fármacos que actúan en el hepatocito 

inhibiendo la activación de la vitamina K e impidiendo las carboxilaciones necesarias para activar 

los factores vitamina K dependientes (II, VII, IX, X) y las proteínas C y S, ambas inhibidoras de 

la coagulación. En sobredosis, su efecto puede revertirse utilizando principalmente concentrados 

liofilizados de complejos protrombínicos. Sus principales desventajas son las múltiples 

interacciones con fármacos y alimentos que modifican su metabolismo generando variabilidad 

en un mismo paciente e inestabilidad dosis-respuesta (Alquwaizani et al., 2013).  

La heparina no fraccionada (HNF) y la heparina de bajo peso molecular (HBPM) son los 

anticoagulantes de elección en la trombosis aguda debido a su rápido inicio de actividad 

antitrombótica. Las heparinas (Figura 2B) no tienen actividad fibrinolítica y no lisan los trombos 

existentes, sino que contienen una secuencia activa de pentasacáridos que se une a antitrombina 

libre. Esta unión produce un cambio conformacional, acelerando la unión de AT y la inactivación 

de los factores de coagulación XIIa, IXa, XIa, Xa y trombina. Esto da como resultado la 

neutralización del factor Xa, que finalmente inhibe la formación de trombina y el desarrollo de 

trombos (Alquwaizani et al., 2013). 
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Estos anticoagulantes clásicos tienen como desventajas la alta variabilidad de su efecto en cada 

sujeto y entre individuos, la influencia del nivel de ingesta de vitamina K, la necesidad de control 

periódico del nivel de anticoagulación y su interacción con múltiples drogas. Por estas 

limitaciones, se han creado nuevos anticoagulantes orales (NACOs), siendo progresivamente 

aprobados para uso clínico por agencias internacionales. Genéricamente, son de 2 tipos: 

inhibidores selectivos de trombina (dabigatrán) o de FXa (rivaroxabán, apixabán, edoxabán y 

betrixabán). Los NACOs se caracterizan por su dosificación una o dos veces al día, rapidez de 

acción, vida media corta en la circulación, predictibilidad de su efecto, dosis preestablecidas, sin 

necesidad de control periódico y con escasa o nula interacción con otras drogas. Estas ventajas 

no se han traducido en la mayoría de los ensayos en un superior efecto antitrombótico o menor 

riesgo de sangrado, y en su mayoría (salvo dabigatrán) carecen de antídoto específico 

demostrado (Berkovits and Mezzano, 2017). 

Además de su actividad anticoagulante, estos inhibidores de FXa : rivaroxaban (Mueck et al., 

2008), apixaban (Byon et al., 2019), edoxaban (Bounameaux and Camm, 2014) (Figura 3)  han 

mostrado efecto protector indirecto ante la entrada de diferentes virus a la célula hospedera 

(Visseren et al., 2000),(Kanade et al., 2018). 

  

Figura 2 Anticoagulantes clásicos más utilizados. A) Warfarina B) Heparina. 
Tomado de : (Alquwaizani et al., 2013) 
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Aunque no hay una evidencia de que este tipo de fármacos inhiba directamente una etapa del 

ciclo viral, sí disminuyen la letalidad y mortalidad al contrarrestar los desórdenes coagulatorios 

provocados por virus. Como ejemplo puede citarse el empleo de heparina, un fármaco inhibidor 

de trombina, en pacientes con SARS-CoV-2, para reducir la letalidad en aquellos pacientes que 

muestren marcadores de estados procoagulatorios (Gozzo et al., 2020). 

I.6 Las plantas como fuente de fármacos 

Los remedios basados en plantas continúan desempeñando un papel esencial en la atención 

médica, y su uso por diferentes culturas ha sido ampliamente documentado (Palma-Tenango et 

al., 2017). La Medicina Tradicional y Complementaria (T&CM) forma parte del programa General 

de Trabajo de la OMS, el cual afirma que la T&CM puede hacer una contribución significativa a 

la cobertura universal de salud. A nivel mundial, el panorama de T&CM ha mejorado 

constantemente. En 2018, se reportó que 107 Estados Miembros de la OMS tenían una oficina 

nacional de MT y 75 Estados Miembros tenían un instituto nacional de investigación sobre 

productos naturales. Un total de 34 Estados Miembros de las seis regiones de la OMS incluyeron 

medicamentos a base de plantas en sus listas nacionales de medicamentos esenciales (NEML), 

y en muchos Estados Miembros, como Ghana, existía una lista separada de medicamentos 

herbarios esenciales (World Health Organization, 2019).  

Las plantas producen un amplio rango de metabolitos secundarios a partir de cuatro rutas 

biosintéticas principales. Muchos de estos metabolitos han demostrado ser biológicamente 

Figura 3 Fármacos aprobados que inhiben el factor FXa  y poseen 
actividad antiviral indirecta 
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activos y han servido como plantilla para el desarrollo de fármacos. Como ejemplos relevantes 

se pueden citar el desarrollo de la cromolina (Figura 4A) de Ammi visnaga (en forma de 

cromoglicato de sodio) como broncodilatador; la galegina (Figura 4B), de Galega officinalis, que 

fue el modelo para la síntesis de metformina y otros fármacos antidiabéticos; y la papaverina de 

Papaver somniferum que formó la base del verapamilo utilizado en el tratamiento de la 

hipertensión (Fabricant and Farnsworth, 2001). Esta última planta es más conocida por ser la 

fuente de analgésicos como la morfina y la codeína(Dittbrenner, 2012). Probablemente el mejor 

ejemplo del papel de la etnomedicina como guía en el descubrimiento y el desarrollo de fármacos 

es el descubrimiento de los antimaláricos quinina (Figura 4C) y artemisinina (Virk et al., 2016) 

(Figura 4D).  

También las plantas tienen una larga historia de uso en el tratamiento del cáncer (Amaral, 2019). 

De los medicamentos contra el cáncer de origen vegetal de uso clínico, algunos de los más 

conocidos son los llamados alcaloides de la vinca, vinblastina y vincristina (Figura 4E) aislados 

de Catharanthus roseus (Almagro et al., 2015), junto con los dos clínicamente activos agentes, 

etopósido y tenipósido (Gordaliza et al., 2000). También el Paclitaxel (Taxol®) (Figura 4F) que 

es el anticancerígeno derivado de plantas más interesante descubierto en los últimos años en 

las hojas de varias especies del género Taxus (Abu Samaan et al., 2019).  

Durante los últimos 60 años, también se han identificado un gran número de plantas y 

compuestos derivados con actividad antiviral (Zakaryan et al., 2017). Las investigaciones sobre 

agentes antivirales aislados a partir de plantas comenzaron en la década de 1950, con la 

evaluación de la actividad de 288 plantas contra la influenza A en embriones de pollo (Chantrill 

et al., 1952). Se destacan como metabolitos antivirales la apigenina, quercetina y el ácido 

glicirrízico (Figura 5). 

  

B 



CAPÍTULO I ANTECEDENTES 

9 

 

La apigenina, abundante en la familia Asteraceae, inhibe los virus del herpes simple (HSV-1) 

(Mucsi et al., 1992), hepatitis C (HCV) (Visintini Jaime et al., 2013) y hepatitis B (HBV) in vitro 

(Chiang et al., 2005). La quercetina tiene un efecto protector en ratones infectados con 

mengovirus (Veckenstedt et al., 1987), así como un efecto inhibitorio dependiente de la dosis en 

el caso de HSV-1 (Lee et al., 2017) y el virus sincitial (RSV) (Lopes et al., 2020). El ácido 

glicirrízico es un triterpreno glicosilado que se extrae de la planta Glycyrrhiza glabra. Es una 

molécula con un gran potencial como antiviral ya que se ha demostrado su capacidad inhibitoria 

contra muchos tipos de virus como HSV-1, influenza, citomegalovirus, HBV y hepatitis C (HCV). 

También se ha sugerido como una terapia de largo plazo a pacientes infectados con VIH (Ming 

and Yin, 2013). 

  

  

 

E 

D 

F 

C 

Figura 4 Moléculas aisladas de plantas que han sido utilizadas como modelos estructurales 
para el desarrollo de fármacos comerciales. A) Cromolina B) Galegina C) Quinina D) 
Artemisina E) Vincristina, F) Paclitaxel. 

A 
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Recientemente se han reportado conjugados de ácido glicirrízico y L-aminoácidos con índices de 

selectividad en el rango de 38-71 en ensayos in vitro contra el virus de la influenza A (Baltina et 

al., 2015). 

I.7 Plantas del Género Caesalpinnia 

Caesalpinnia L. es un género de plantas que pertenece a la subfamilia Caesalpinioideae de la 

familia Caesalpinniaceae y consta de más de 225 especies. En su mayoría son árboles leñosos 

que se encuentran en zonas tropicales y subtropicales (Gagnon et al., 2019). 

Desde 1967, se han investigado intensivamente 15 especies de Caesalpinnia, debido a sus 

bioactividades o usos en la medicina tradicional. Se ha reportado la presencia de varios tipos de 

metabolitos secundarios en estas plantas, como flavonoides, triterpenos, esteroides, lignanos, 

fenilpropanoides y alcaloides (Zanin et al., 2012) (Tabla 1). 

A partir de las hojas y partes aéreas de plantas del género Caesalpinnia se han aislado 

principalmente flavonoides, flavanonas, chalconas, así como ácido gálico y terpenos. Como 

ejemplos recientes se pueden citar el estudio realizado por Ogunlana y col., donde aislaron 7 

flavonoides del extracto etanólico de las hojas de Caesalpinnia bonduc y demostraron actividad 

citotóxica significativa contra células HeLa (Ogunlana et al., 2015). También el aislamiento de 

dos nuevos homoisoflavanos, una nueva coumarina, y 7 compuestos fenólicos conocidos a partir 

del extracto etanólico de hojas de Caesalpinnia spinosa (He et al., 2016). 

 

 

 

   

 

 

B C A 

Figura 5 Moléculas aisladas de plantas con actividad antiviral A) Apigenina B) Quercetina 
C) Ácido glicirrízico 
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Tabla 1  Partes más estudiadas de las plantas del género Caesalpinnia 

Especie Parte 

C. minax Semillas 

Ramas y hojas 

Fruto 

C. sappan Semillas 

C. bonduc Planta entera 

Semillas 

Pericarpo 

Raíces 

Corteza de la raíz 

Corteza del tallo 

C. decapetala Semillas 

Raíces 

Cotiledones 

Hojas 

C. pulcherrima Tallo 

Raíces 

Hojas  

C. mimosoides Frutas 

Raíces 

C. volkensii Corteza de raíz 

Corteza de tallo 

C. crista Semillas 

Hojas 

Tallo 

Raíces 

C. spinosa Ramas y Hojas 

C. platyloba Hojas 

C. magnifoliolata Semillas 

C. echinata Tallo 
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Las raíces de las plantas pertenecientes al género Caesalpinnia son una fuente de diterpenos 

tipo casano. Este es el caso de las especies Caesalpinnia bonduc, Caesalpinnia pulcherrima, 

Caesalpinnia Boducella y Caesalpinnia crista (Jing et al., 2019). En 2016, Quiao y colaboradores 

reportaron 18 furanoditerpenos tipo casano aislados a partir de las raíces de Caesalpinnia 

decapetala, de los cuales 8 eran nuevos. Algunos de estos compuestos mostraron actividad 

inhibitoria contra líneas de cáncer pancreático humano (SW1990) con valores de CI50 entre 2.9 a 

8.9 μM (Qiao et al., 2016). 

Las semillas de las plantas del género Caesalpinnia han sido, junto con las raíces, las partes 

más estudiadas. Son la fuente más abundante de los diterpenos tipo casanos (DTC), de los 

cuales se han aislado más de 450 en este género. Además de ser estructuras químicamente 

interesantes debido a su gran variedad estructural, los diterpenos tipo casano presentan actividad 

biológica contra muchas enfermedades (Jing et al., 2019). La investigación fitoquímica de las 

semillas de Caesalpinnia minax, Caesalpinnia sappan y Caesalpinnia crista permitió obtener DTC 

con una citotoxicidad moderada contra líneas celulares cancerígenas como DU145, K562, 

HepG2, MCF-7, HCT-116, KB, HeLa y HCT-8 (Bao et al., 2016), (Ma et al., 2012),(Tran et al., 

2015). Respecto a enfermedades inflamatorias, se ha llevado a cabo el aislamiento de algunos 

DTC bioactivos a través de un ensayo de inhibición de monóxido de nitrógeno (NO), el cual está 

directamente relacionado con cascadas de activación de la respuesta inflamatoria. 

Investigadores de Tailandia descubrieron que las tapeninas L y D de Caesalpinnia mimosoides 

tienen actividad inhibidora del NO, con valores de CI50 de 7,1 μM y 8,2 μM, respectivamente, en 

comparación con el inhibidor de la NO sintasa L-nitroarginina (CI50 = 61,8 µM) (Song et al., 2016). 

De 44 DTC que se purificaron y obtuvieron de Caesalpinnia crista, 8 de ellos mostraron una fuerte 

actividad antipalúdica contra P. falciparum con valores de CI50 de 0.09-0.26 μM, superiores a la 

actividad biológica de la cloroquina (CI50 = 0,29 μM) (Kalauni et al., 2006).  

También se han reportado DTC como inhibidores del virus de la influenza. Tal es el caso de la 

espirocaesalmina B, cesalpininas M1, M2, F1 y cesalminas E1-E3. Estas moléculas mostraron 

C. benthamiaina Corteza de raíz 

C. bonducella Semillas 

Raíces 

Raíces 

C. major Raíces 

Semillas 
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efectos inhibitorios moderados sobre NA con valores de CI50 de 29,0 a 87,4 μM, en comparación 

con los valores de CI50 del zanamivir a 6,33 µM (Qin et al., 2018).  

Aunque los DTC son los metabolitos más buscados en las semillas de Caesalpinnia, también se 

han reportado modestos esfuerzos en caracterizar metabolitos más polares. Sánchez-Carranz y 

colaboradores aislaron los compuestos fenólicos del extracto hidroalcohólico de las semillas de 

Caesalpinnia coriaria (ácido gálico, estigmasterol, etil galato) y evaluaron su actividad 

anticancerígena (Sánchez-Carranza et al., 2017). 

A pesar de ser una parte de la planta con gran disponibilidad, las flores de Caesalpinnia no se 

han estudiado extensivamente. Solamente se reportan estudios en las flores de Caesalpinnia 

pulcherrima, cuyos extractos etanólico y acuoso muestran actividades antivirales, 

antimicrobianas, antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias y antihelmínticas (Chiang, 2003; 

Moteriya and Chanda, 2017). El único estudio fitoquímico conocido se realizó a partir de las flores 

de Caesalpinnia giliesi para aislar compuestos fenólicos y fitoesteroles. En este artículo se 

caracterizó un novedoso derivado de ácido octadecenoico y se demostró su efecto 

hepatoprotector en modelos de ratón intoxicados con CCl4 (Osman et al., 2016).  

También se han reportado algunas plantas del género Caesalpinnia que han mostrado actividad 

anticoagulante. Un ejemplo interesante son las semillas de Caesalpinnia crista, cuyo extracto 

acuoso presentó un efecto anticoagulante fuerte mediante el ensayo TP y TTPa (Srinivasa et al., 

2019). Se observó actividad anticoagulante en la corteza de Caesalpinnia Sappan y de su 

metabolito principal brazilin (Kim and Park, 2019). Recientemente, se realizó un estudio de 

aislamiento de metabolitos en la corteza de Caesalpinnia ferrea, y se detectó que los 

polisacáridos que contenían arabinosa, galactosa, ramnosa y ácido urónico poseen actividad 

inhibitoria de la vía intrínseca de la coagulación (de Araujo et al., 2021). 

I.8 Caesalpinnia yucatanensis Greenm 

Caesalpinnia yucatanensis es un árbol de hasta 10 m de altura, el tronco puede llegar a medir 

hasta 15 cm de diámetro. Se puede encontrar normalmente en la selva mediana subperennifolia, 

en la selva baja caducifolia y en la vegetación secundaria (bordes de camino y campos de 

cultivo). Comúnmente se ha utilizado como fuente melífera, maderable y para la construcción.  

La época de floración se encuentra entre los meses de enero a marzo y de noviembre a 

diciembre, mientas que los frutos se observan entre los meses de enero a abril.  
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Esta especie es nativa de la Península de Yucatán, aunque también se encuentra distribuida en 

otras regiones de México como Chiapas y Tabasco, así como Belice, Guatemala y Honduras. Es 

conocido comúnmente como “sen de País” o “palo de gusano” y el nombre maya se registra 

como ttaa k’in che’ o k’aan pok’ool k’uum (Figura 6).  

Caesalpinnia yucatanensis ha sido poco estudiado en cuanto a su composición química y sus 

posibles actividades biológicas. Estudios realizados en el laboratorio de Productos Naturales del 

CICY demostraron que las fracciones de hoja y tallo presentaron relevante actividad antiviral 

contra el virus de la influenza A-H1N1 (IS 65-369) y baja toxicidad (51-72 µM).  

I.9 Justificación 

Cada día existe mayor evidencia de relación entre las enfermedades virales y la coagulación 

sanguínea. Si bien, diferentes virus manifiestan diversas enfermedades debido a la singularidad 

de las proteínas codificadas por su genoma, numerosos tipos de virus tienen en común la 

modulación del sistema de coagulación de la sangre con correlaciones con la patología 

hemostática. Los síntomas varían ampliamente según el tipo de virus y son impulsados por 

complicados mecanismos virus-huésped, que involucran proteínas (coagulantes, 

anticoagulantes y fibrinolíticas), plaquetas, células endoteliales, leucocitos y proteínas del 

complemento.  

Figura 6 Distribución de Caesalpinnia yucatanensis en la península de Yucatán 
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Existen pocos fármacos que pueden emplearse para el tratamiento de ambas patologías, por lo 

que la búsqueda de nuevos prototipos de fármacos, ya sea con una o varias propiedades 

farmacológicas es una necesidad apremiante. El género Caesalpinnia ha mostrado ser una 

fuente rica en moléculas con diversas actividades biológicas, como antiviral y anticoagulante. 

Caesalpinnia yucatanensis es una especie ampliamente distribuida en la Península de Yucatán, 

de fácil propagación y que ha demostrado ser una fuente de compuestos antivirales presentes 

en sus hojas y corteza, sin embargo, aún no se explora en su totalidad el potencial farmacéutico 

de semillas e inflorescencias como fuente de metabolitos antivirales y anticoagulantes. 
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CAPITULO II  

OBJETIVOS 

II.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad anticoagulante y anti-sialidasa de semillas e inflorescencias de Caesalpinnia 

yucatanensis. 

II.2 Objetivos específicos 

1) Evaluar la actividad anticoagulante de semillas e inflorescencias de Caesalpinnia 

yucatanensis. 

2) Evaluar la actividad anti-sialidasa presente en semillas e inflorescencias de Caesalpinnia 

yucatanensis. 

3) Caracterizar de manera preliminar la(s) fracción(es) con actividad anticoagulante y/o anti-

sialidasa. 
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CAPITULO III  

MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 7, se describe la metodología empleada en este trabajo de investigación. Se inició 

con la extracción masiva de los compuestos presentes en las inflorescencias y semillas de 

Caesalpinnia yucatanensis. Posteriormente se realizó la evaluación de la actividad anti-

neuraminidasa y anticoagulante de las fracciones obtenidas. La fracción con actividad dual 

anticoagulante y anti-sialidasa fue fraccionada mediante cromatografía de exclusión por tamaño. 

Las fracciones más activas se caracterizaron por métodos colorimétricos, espectroscópicos y 

cromatográficos. 

 

III.1 Reactivos  

Para la extracción del material vegetal se utilizaron disolventes de grado industrial destilados en 

el laboratorio; para el revelado de las placas cromatográficas se utilizó ácido fosfomolíbdico en 

ácido sulfúrico al 5%.  

Figura 7 Esquema de la estrategia experimental para el aislamiento de metabolitos de Caesalpinnia 
yucatanensis y la evaluación de su actividad biológica 
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III.2 Material y equipo 

Para el análisis del material vegetal se emplearon cromatofolios de gel de sílice y soporte de 

aluminio. Para la visualización de los componentes se empleó una cámara de UV, 245-365 m, 

(Chromato-Vue® C-75). Para el fraccionamiento de los extractos se utilizó una columna de 

cromatografía líquida al vacío, así como sílica gel (malla 60-200). Para el secado de los extractos 

y fracciones se empleó un rotavapor Buchi 011 acoplado a un recirculador de agua fría y una 

bomba de vacío PVK 700. 

III.3 Material vegetal 

La planta Caesalpinnia yucatanensis se recolectó en enero del 2020 en el municipio Dzityá. Un 

ejemplar de la planta fue depositado en el herbario del CICY. Las vainas que contenían las 

semillas fueron secadas con luz natural a temperatura ambiente. Posteriormente se extrajeron 

las semillas, se limpiaron, pesaron y trituraron en una licuadora. Las flores fueron secadas con 

luz natural por un período de 2 semanas a temperatura ambiente. Este material se limpió, pesó 

y almacenó. 

III.4 Extracción y fraccionamiento  de las semillas de Caesalpinnia yucatanensis 

Las semillas secas (115 g) se extrajeron a temperatura ambiente durante 24 horas con n-hexano 

(Hx), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH), sucesivamente. A cada extracción se le aplicó 

sonicación 3 veces durante 30 minutos, para maximizar la extracción de metabolitos. Los 

extractos obtenidos se separaron por decantación y se concentraron a presión reducida con un 

rotavapor a 40 ºC. Las fracciones se analizaron por CCD. Para la fracción apolar y de polaridad 

intermedia se utilizó como fase móvil Hx/AcOEt (9:1) y para la fracción polar se empleó como 

fase móvil AcOEt/MeOH (6:4). 

III.5 Extracción y fraccionamiento de las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis 

Las flores (560 g) secas se extrajeron a temperatura ambiente con MeOH durante 24 horas. Se 

aplicó sonicación 3 veces durante 30 minutos para maximizar la extracción de metabolitos. 

Posteriormente se decantó el disolvente y se concentró a presión reducida con un rotavapor a 

40 ºC. El extracto metanólico se particionó con MeOH/ACN/Hx 6:2:1 para obtener una fracción 

polar (ACN/MeOH) y una apolar (Hx). Las fracciones se analizaron por CCD. Para la fracción 

apolar se utilizó como fase móvil Hx/AcOEt (9:1) y para la fracción polar se empleó como fase 

móvil AcOEt/MeOH 6:4. 
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Los cromatofolios para CCD se visualizaron bajo UV a 254 nm y a 360 nm; y se revelaron 

utilizando una solución al 4 % de ácido fosfomolíbdico con trazas de sulfato cérico en H2SO4 al 

5 %.  

III.6 Metodología para evaluar la actividad anti-neuraminidasa 

La actividad inhibidora de neuraminidasa de las fracciones y extractos de C. yucatanensis se 

determinó mediante un ensayo enzimático basado en la emisión de fluorescencia de un sustrato 

en presencia de la enzima neuraminidasa (Figura 8). Se utilizó como tampón una solución de 

acetato de sodio a 50 mM, ajustada a pH 5,0 con HCl. Se preparó el sustrato ácido 4-

metilumbeliferil-α-D-N-acetilneuramínico (MUNANA), en forma de sal de sodio hidratada, a una 

concentración de 1,25 mM, en la solución de acetato de sodio. Se preparó la enzima, 

neuraminidasa de Clostridium perfringens, a una concentración de 0,2 U/ml en tampón de acetato 

de sodio.  

Estandarización del método 

Se estudió el comportamiento de la fluorescencia en el tiempo utilizando concentraciones 

variables de enzima (0.1 y 0.2 UI/ml) y MUNANA (0.5mM, 0.25mM). Se tuvo en cuenta el rango 

lineal de fluorescencia y la pendiente de la recta que describe su comportamiento, siendo los 

valores de 0.2 UI/ml y 0.5 mM de MUNANA los más adecuados para garantizar la reproducibilidad 

y repetibilidad del ensayo. 

Compuestos de referencia 

Para validar las condiciones del ensayo, se seleccionó la quercetina como control positivo de 

inhibición. La quercetina tiene un valor de CI50 (concentración del compuesto para inhibir el 50% 

de la actividad enzimática) cercano a 21 uM. 

Neuraminidasa 4-metilumbeliferona 

 

 

 

Figura 8 Ensayo enzimático fluorescente utilizando la neuraminidasa de Clostridium perfringes 
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Evaluación de fracciones de inflorescencias y semillas de C. yucatanensis 

Las soluciones madre de los compuestos evaluados se prepararon disolviéndolas en MeOH, y 

posteriormente en la solución buffer hasta obtener concentraciones entre 0.2-0.012 mg/mL. El 

ensayo enzimático se realizó como se indica: se añadieron 110 μL de tampón de acetato de 

sodio, 10 μL de enzima, 10 μL del compuesto a evaluar y, por último, 20 μL de sustrato en una 

placa inmunológica de 96 pocillos. Como resultado de la reacción enzimática, se libera la especie 

fluorescente 4-metilumbeliferona (4-MU). La fluorescencia que emite este compuesto se midió 

con el lector de microplacas Cytation3 (BioTek). Las longitudes de onda de emisión y excitación 

fueron 450 nm y 365 nm, respectivamente. La quercetina (Sigma-Aldrich) se utilizó como control 

positivo. También se utilizó un control negativo, sin compuesto. A los valores de fluorescencia 

del ensayo se les sustrajo la fluorescencia de fondo, producida por los compuestos en estudio. 

Análisis estadístico 

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se empleó el programa OriginPro8 para trazar 

los gráficos. El cálculo del CI50 se realizó utilizando un ajuste no lineal con el programa GraphPad. 

III.7 Metodología para evaluar la actividad anticoagulante 

El ensayo de tiempo de protrombina permite evaluar si los compuestos tienen actividad 

anticoagulante vía extrínseca. El ensayo se realiza incubando la muestra con el plasma 

reconstituido y agregando reactivo de protrombina. Posteriormente se mide el tiempo que tarda 

en formarse un coágulo utilizando un coagulómetro BIOBAS 10 (SpinReact, S.A, Girona, España) 

(Kishore, 2013). El coagulómetro opera de acuerdo al principio de medición opto-mecánico. El 

rayo de luz atraviesa la cubeta conteniendo el plasma, el cual es detectado por un fotodetector. 

El cambio que se produce en la intensidad de la luz transmitida, ya sea incremento o descenso 

de la luz, es convertido en una señal eléctrica. De este modo, aun el coágulo más inestable puede 

ser detectado. El lapso de tiempo desde la adición del reactivo inicial hasta la formación del 

coágulo es medido por el instrumento. El mismo puede ser convertido en la unidad apropiada 

(%, INR, mg/dl, g/l). 

Los parámetros estándares para este ensayo y que se consideran tiempos de coagulación 

normales, se encuentran entre los 12-14 segundos. Sin embargo, siempre se utiliza un control 

positivo y negativo para asegurar la veracidad de los resultados (Capoor et al., 2015).  
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Para realizar el ensayo se reconstituyen el plasma liofilizado (SpinReact, S.A.) y el reactivo de 

protrombina en agua destilada. Para ello se le agregan 1 mL y 2 mL respectivamente y se 

mezclan suavemente hasta disolver su contenido evitando la formación de espuma.  

Las muestras a evaluar se disuelven en DMSO al 10% para alcanzar una concentración de 5  

mg/mL. Solo se pueden analizar aquellas con una mediana o alta polaridad, debido a la 

naturaleza del ensayo, el cual requiere el empleo de disoluciones polares. En el caso de las 

semillas de Caesalpinnia yucatanensis, solamente la fracción CYS3 fue soluble en DMSO al 

10%, y en el caso de las inflorescencias solo fue posible evaluar la fracción CYF1. 

Para dar inicio al test de tiempo de protrombina, se incubaron 50 μL de muestra con 50 μL de 

plasma en la cubeta del coagulómetro. Posteriormente se agregaron 100 μL de reactivo de 

protrombina. Se anotó el tiempo al que el equipo detectó la formación del coágulo. Se realizó el 

mismo procedimiento por triplicado para cada una de las muestras.  

También se evaluó un control negativo constituido por 50 μL de plasma, 100 μL de reactivo de 

protrombina y 50 μL de la disolución de DMSO al 10%, y como control positivo se utilizó heparina 

a 1 UI/mL (0.2 mg/mL).  

Análisis estadístico 

Los resultados fueron analizados estadísticamente con el software OriginPro. Los datos 

representan la media y la desviación estándar de la media. Los datos se consideraron como 

significativos para p<0.05 utilizando el método ANOVA (test de Fischer). 

III.8 Purificación de la fracción con actividad anticoagulante y anti-neuraminidasa 

La fracción CYF1 (550 mg) fue purificada por cromatografía de exclusión molecular utilizando 

Sephadex LH20 como fase estacionaria y MeOH al 100 % como eluyente, en una columna de 

Figura 9 Diagrama de obtención de las fracciones CYF1A, CYF1B y CYF1C 
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2.5 cm de diámetro y 55 cm de altura. Se eluyeron 50 fracciones de 10 mL, las cuales se 

reunieron de acuerdo a sus perfiles cromatográficos en 3 fracciones (CYF1A, CYF1B y CYF1C). 

 

III.9 Caracterización preliminar 

Para realizar los ensayos colorimétricos, se pesaron 5 mg de la fracción CYF1 y se disolvieron 

en 5 mL de MeOH. Esta disolución se dividió en alícuotas de 1 mL. 

III.9.1 Detección de la presencia de flavonoides  

La prueba de flavonoides se realizó por la reacción de Shinoda (Saptarini et al., 2016). Se 

resuspendió la muestra con MeOH en un tubo de ensayo de 15 × 1.85 cm. Posteriormente se 

agregaron unas virutas de magnesio y 1 ml de HCl concentrado. Como control positivo se utilizó 

1 mg de flavona aislada de flores de Lonchocarpus longistylus (Borges-Argáez et al., 2017). 

En el ensayo de Shinoda, el esqueleto de los flavonoides se transforma en un esqueleto de 

antocianidina, mediante la reducción del grupo carbonilo. La conjugación en el esqueleto 

antocianidina provoca que la muestra cambie de coloración hacia naranja o rojo (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 10 Reacción propuesta para la identificación de flavonoides mediante el ensayo de Shinoda 

Esqueleto de flavona (color amarillo) 
Esqueleto de antocianidina  

(color naranja a rojo) 
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III.9.2 Detección de la presencia de saponinas 

Para la identificación de saponinas se realizó la prueba de Salkowski. A 1 mL de disolución de 

CYF1 se le agregaron 22 mL de CHCl3 y 2 mL de H2SO4. Una coloración anaranjada indica una 

reacción positiva. La prueba de Salkowski se basa en una reacción de deshidratación con H2SO4 

de las saponinas formando nuevos dobles enlaces. De esta manera se obtienen complejos 

biesteroidales con una elevada conjugación. Como control positivo se utilizó una fracción 

enriquecida de saponinas del fruto de Enterolobium cyclocarpum (Borges-Argáez et al., 2017).  

III.9.3 Detección de la presencia de triterpenos  

Se preparó una solución de anhídrido acético: H2SO4:CHCl3 (10:1:25) (Hossain et al., 2013). Se 

agregó 2 mL de la solución a 1 mL de disolución de CYF1 y se dejó reposar durante 2 minutos. 

Un cambio de coloración rojo, rosa, púrpura o azul se considera una prueba positiva. La reacción 

ocurre entre los reactivos utilizados y grupos hidroxilos conjugados a anillos aromáticos en el 

esqueleto de los triterpenoides. De esta manera aumenta la conjugación y la coloración se 

intensifica. Como control positivo se utilizó baicaleína.  

III.9.4 Detección de la presencia de carbohidratos 

Para la prueba de carbohidratos se utilizó el método fenol-ácido sulfúrico(Nielsen, 2010). A 1 mL 

de disolución de CYF1 se le añadió 1 mL de fenol y 5 mL de ácido sulfúrico. Una coloración 

amarillo dorado indica la presencia de carbohidratos. La reacción propuesta para este método 

implica la deshidratación de los carbohidratos a derivados de furfural (Figura 11). Estos derivados 

Figura 11 Mecanismo del ensayo fenol-sulfúrico para la identificación de carbohidratos 
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reaccionan con el fenol para formar compuestos con grupos cromóforos. Como control positivo 

se utilizó glucosa. 

III.9.5  Análisis por HPLC de la fracción CYF1 

Para el análisis de la composición de la fracción CYF1 se empleó la técnica cromatográfica de 

HPLC. Los cromatogramas se obtuvieron empleando un HPLC Flexar (Perkin Elmer, 2012). El 

cromatógrafo está equipado con un detector de onda variable, con lámpara de deuterio. El 

eluyente A empleado fue metanol, y el B, agua desionizada. La separación cromatográfica se 

llevó a cabo en la columna analítica ODS Hypersil, 250 × 4.6 mm, 5 μm (USA), de fase reversa.  

Los parámetros establecidos durante el análisis fueron: velocidad de flujo 0.7 mL/min, volumen 

de inyección 20 μL, longitud de onda 275 nm, temperatura del horno 40 °C. Todos los disolventes 

empleados en el análisis fueron de grado HPLC. La muestra analizada se filtró utilizando filtro 

para jeringa de membrana de nylon, de 0.45 µm de tamaño de poro. La muestra analizada se 

preparó a 0,2 mg/mL en MeOH. El método de separación consistió en un flujo isocrático de 100% 

de A durante 15 minutos y posteriormente se realizó un lavado por 15 min hasta llegar a 60 % de 

B.  

III.10 Caracterización espectroscópica 

A pesar de no contar con una muestra pura, se procedió a realizar análisis de espectroscopía IR 

y Resonancia Magnética Nuclear para corroborar la información obtenida en los ensayos 

colorimétricos.  

III.10.1 Espectroscopía FTIR-ATR 

Las fracciones de interés se analizaron mediante Espectroscopia infrarroja con transformada de 

Fourier (FTIR), el equipo empleado fue un espectroscopio marca BRUKER modelo Tensor II con 

un detector ATR de punta de diamante, los datos se colectaron usando un intervalo de medición 

de 400-4000 cm-1 con una resolución de 4 cm-1 y 16 barridos en el intervalo de longitud de onda 

antes especificado. Para el tratamiento de datos: se realizó una compensación por CO2 

atmosférico para cada espectro y también se realizó una corrección del ángulo del ATR de 

diamante empleado (estas correcciones las realiza el equipo). 

III.10.2 Espectroscopía RMN 

Para el análisis por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) este se utilizó un equipo 

marca VARIAN/AGILENT modelo Premium-COMPACT de 600 MHz con un campo magnético de 
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14.1 T, que tiene la capacidad para realizar estudios de RMN multinuclear. Como disolvente se 

empleó cloroformo deuterado (CDCl3). Se obtuvo el espectro protónico de la muestra CYF1B. 
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CAPÍTULO IV  

RESULTADOS  

IV.1 Extracción y fraccionamiento  de las semillas de Caesalpinnia yucatanensis  

Las semillas de las plantas del género Caesalpinnia han sido la parte vegetal más estudiada 

debido a su alto contenido de DTC. Prácticamente todos los metabolitos aislados a partir de 

semilla provienen de las fracciones de mediana polaridad de los extractos y son identificados 

como DTC (Wu et al., 2011). Aunque los DTC son los metabolitos más buscados en las semillas 

de Caesalpinnia, también se han reportado modestos esfuerzos en caracterizar metabolitos más 

polares. Sánchez-Carranz y colaboradores aislaron los compuestos fenólicos del extracto 

hidroalcohólico de las semillas de Caesalpinnia coriaria (ácido gálico, estigmasterol, etil galato) 

y evaluaron su actividad anticancerígena (Sánchez-Carranza et al., 2017). 

También se han reportados algunas plantas del género Caesalpinnia que han mostrado actividad 

anticoagulante. Un ejemplo interesante son las semillas de Caesalpinnia crista, cuyo extracto 

acuoso presentó un efecto anticoagulante fuerte mediante el ensayo TP y TTPa (Srinivasa et al., 

2019). Otro ejemplo de presencia de compuestos  anticoagulantes es brazilin, aislado de 

Caesalpinnia Sappan (Kim and Park, 2019) 

A partir de 115 g de semillas de Caesalpinnia yucatanensis fue posible obtener 3 fracciones: 

CYS1, CYS2 y CYS3, cuyos rendimientos fueron 4.4%, 5.6% y 1.3%, respectivamente. El perfil 

cromatográfico de las mismas se observa en la Figura 12. En las fracciones CYS1 y CYS2 

precipitaron dos sólidos de color amarillo claro, los cuales se separaron y denominaron como las 

fracciones CYS1A y CYS2A.  
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 IV.2 Extracción y fraccionamiento  de las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis  

Las flores de las plantas del género Caesalpinnia no han sido caracterizadas desde un punto de 

vista fitoquímico ni biológico. A pesar de ser una parte de la planta con gran disponibilidad, las 

flores de Caesalpinnia no se han estudiado extensivamente. Solamente se reportan estudios en 

las flores de Caesalpinnia pulcherrima, cuyos extractos etanólico y acuoso muestran actividades 

antivirales, antimicrobianas, antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias, y antihelmínticas 

(Chiang, 2003; Moteriya and Chanda, 2017). El único estudio fitoquímico conocido se realizó a 

partir de las flores de Caesalpinnia giliesi para aislar compuestos fenólicos y fitoesteroles. En 

este artículo se caracterizó un novedoso derivado de ácido octadecenoico y se demostró su 

efecto hepatoprotector en modelos de ratón intoxicados con CCl4 (Osman et al., 2016).  

Por lo anterior, resulta interesante la evaluación de la actividad biológica de los metabolitos de 

ésta especie, en particular de sus inflorescencias. 

A B  

Figura 12 Perfil cromatográfico de las fracciones obtenidas a partir de semillas de 
C. yucatanensis. A) Fracción CYS1 y CYS2. Fase móvil: AcOEt/MeOH 8:2 B) 
CYS3. Fase móvil: MeOH/AcOEt 9:1 
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A partir de 0.56 kg de inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis fue posible obtener 99.23 g 

de extracto crudo metanólico para un rendimiento del 17.7 %. El perfil cromatográfico se muestra 

en la Figura 13. De este extracto se disolvieron 59.32 g en una mezcla MeOH/ACN (2:1, v:v) y 

posteriormente se fraccionó mediante partición líquido-líquido utilizando el doble de volumen de 

hexano. Durante la partición, se observó la formación de un precipitado en la fase polar, que se 

separó e identificó como la fracción CYF3 (m = 3.41 g, 5.74%). Se obtuvieron 34.42 g de CYF1 

(54%) y 1.17 g de CYF2 (1.77%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.3 Actividad 

anti-neuraminidasa de fracciones de inflorescencias y semillas de C. yucatanensis 

La neuraminidasa (NA) es una glicoproteína transmembranal tetramérica compuesta de cuatro 

subunidades idénticas (Air, 2012). Es la segunda glicoproteína de superficie principal presente 

en los virus de la influenza A y B, pero está ausente en el virus de la influenza C. La función de 

la neuraminidasa es escindir los residuos terminales de ácido siálico presentes en las superficies 

celulares y liberara los viriones de la progenie, facilitando la liberación del virus de las células 

infectadas. La proteína NA ha sido un importante y bien establecido objetivo para el tratamiento 

de la influenza (Bai et al., 2021).  

 

El desarrollo de ensayos enzimáticos utilizando derivados fluorescentes de ácido siálico como 

sustrato, ha permitido evaluar la actividad anti-neuraminidasa  de manera sencilla, rápida y sin 

emplear medios de cultivo costosos. Entre estos ensayos se destaca, el uso de 4- ácido 4-

A B C 

Figura 13 Análisis por CCD del extracto metanólico CYF y las fracciones 
CYF1 (B) y CYF2(C). Fase móvil: CH2Cl2/MeOH. 
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metilumbeliferil-α-D-N-acetilneuramínico y la neuraminidasa de Clostridium perfringes para 

verificar la actividad inhibitoria de compuestos naturales e incluso fracciones de plantas(Ullah et 

al., 2019).  

En este trabajo se describe la evaluación de la actividad anti-neuraminidasa de semillas e 

inflorescencias de C. yucatanensis, así como el establecimiento del ensayo NA en el laboratorio. 

Primeramente se evaluaron las fracciones CYS1, CYS2, CYS3 y CYF1 a una concentración de 

0.1 mg/mL. Las fracciones que mostraran una disminución de la velocidad de la reacción 

enzimática, se seleccionaron como candidatos con posible actividad antineuraminidasa. Como 

se observa en la figura 14, la fluorescencia del control (enzima, buffer y sustrato) se incrementa 

a lo largo del tiempo, mientras que en el caso del control positivo (quercetina) se aprecia como 

apenas se incrementa la fluorescencia. Las fracciones con menor incremento de la fluorescencia 

fueron CYF1 y CYS1, por lo que se proponen para continuar su estudio y la determinación del 

CI50. 

La fracción CYF1 impidió que impidió la reacción enzimática de la neuraminidasa de Clostridium 

perfringes a una concentración de 0.1 mg/mL 

 

Mediante cromatografía de exclusión por tamaño fue posible obtener 3 fracciones derivadas de 

CYF1, a las cuales se le evaluó la actividad anti-neuraminidasa. En todos los casos, al aumentar 

la concentración de las fracciones evaluadas, disminuye la fluorescencia observada. En la Figura 

15 se muestra el comportamiento de la fluorescencia para las fracciones CYF1A, CYF1B y 

CYF1C. 

 
 

 
Figura 14 Comportamiento de la fluorescencia durante el ensayo de inhibición enzimática A) 
Control negativo (buffer + enzima + sustrato) B) Fracciones CYS1, CYS2, CYS3 y CYF1 
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A partir de los valores de fluorescencia se realizó un ajuste no lineal utilizando el software 

Graphpad. De esta manera fue posible obtener valores de CI50 para las fracciones derivadas de 

CYF1. 

Tabla 2 Valores de CI50 para las fracciones CYF1A, CYF1B, CYF1C 

 

 

 

 

La fracción CYF1B mostró el CI50 más bajo, por lo que de las tres fracciones derivadas de CYF1 

ésta es la que contiene los metabolitos con potencial actividad anti-neuraminidasa. Este valor de 

A 

 

B 

 

C 

 

  

 

Fracción CI50 (mg/mL) 

CYF1A - 

CYF1B 0.15 

CYF1C 2.125 

Figura 15 Comportamiento de la fluorescencia en el ensayo enzimático A) CYF1A B) CYF1B C) CYF1C  
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CI50 puede estar relacionado con la compleja composición de los metabolitos en las 

inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis  o a que las moléculas con actividad biológica se 

encuentran en bajas concentraciones. Es necesario continuar con el fraccionamiento de CYF1B 

para aislar e identificar los metabolitos activos.  

El género Caesalpinnia está constituido por especies de alto potencial farmacológico. Entre estas 

especies, se han reportado presencia de metabolitos con actividad antiviral tal es el caso de los 

diterpenos de tipo casano como inhibidores del virus de la influenza, como espirocaesalmina B, 

cesalpininas M1, M2, F1 y cesalminas E1-E3. Estas moléculas mostraron efectos inhibitorios 

moderados sobre NA del virus de influenza con valores de CI50 de 29,0 a 87,4 μM, en 

comparación con los valores de CI50 del zanamivir a 6,33 µM (Qin et al., 2018). En el caso de 

Caesalpinnia yucatanensis, no se ha caracterizado la actividad biológica de sus semillas e 

inflorescencias. De ahí que resulte novedoso la actividad anti-neuraminidasa reportada en este 

trabajo.  

El ensayo se realizó con la neuraminidasa de Clostridium perfringens, esta es una exosialidasa 

que cataliza en orden preferencial enlaces α-2,3 > α-2,6 > α-2,8-glucosídicos (Li and McClane, 

2014). De igual forma, la neuraminidasa N1 del virus de influenza A hidroliza más eficientemente 

los enlaces α-2,3 que los α-2,6-glucosídicos (McAuley et al., 2019)(Air, 2012; McAuley et al., 

2019). Dado que ambas enzimas presentan especificidad por la catálisis de enlaces de AS α-

2,3, es posible extrapolar la actividad anti-neuraminidasa de la fracción CYF1B hacia la N1 del 

virus de Influenza A. Se requieren ensayos específicos con dicha enzima para determinar la CI50 

y posteriores ensayos con el virus de influenza A para verificar su potencial como antiviral. 

IV.4 Evaluación de la actividad anticoagulante de inflorescencias y semillas de 

Caesalpinnia Yucatanensis 

Como se mencionó anteriormente, solamente fue posible evaluar los compuestos solubles en 

DMSO al 10%. De las fracciones de semilla de Caesalpinnia yucatanensis solo fue posible 

evaluar la partición metanólica (CYS3), mientras que de las inflorescencias se evaluó CYF1. En 

la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de tiempo de protrombina. 

Tabla 3 Valores de tiempos de coagulación obtenidos a partir de una solución de 20 

mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis 

Muestra Tiempo de coagulación (s) 
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Existen diferencias significativas (Anexo I) para las fracciones CYF1 y el control negativo, 

indicando que la actividad anticoagulante de CFY1 no es un falso positivo. La fracción CYF1 

mostró un aumento respecto al control negativo de un 48% en el tiempo de coagulación, en 

cambio la fracción CYS3 no muestra actividad anticoagulante. 

Es importante considerar que al evaluar fracciones, los compuestos que ejercen la actividad 

biológica se encuentran en menor concentración, por lo que se espera que, al purificar, se 

obtengan mejores valores de actividad anticoagulante. Se recomienda continuar con el 

aislamiento y purificación biodirigida hasta la completa elucidación estructural del o los 

metabolitos responsables del efecto farmacológico. 

A partir de CYF1 se obtuvieron 3 fracciones mediante cromatografía de exclusión (CYF1A, 

CYF1B, CYF1C), las cuales se evaluaron para determinar cuál(es) contenían los componentes 

activos. 

Tabla 4 Valores de tiempos de coagulación obtenidos a partir de una solución de 10 

mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis 

 

 

 

 

 

La fracción CYF1B mostró mayor tiempo de coagulación, con un incremento respecto al control 

negativo del 26%, por lo que se considera la fracción con mayor actividad anticoagulante. 

En la literatura se reporta la actividad anticoagulante de numerosas plantas, tanto de sus 

extractos como de metabolitos aislados. Se pueden citar las dicumarinas euforbetina y 

dimeresculetina, aisladas de Viola yedoensis, que incrementan el tiempo de protrombina a 30s 

Control negativo 12.73 + 0.15 

Control positivo (heparina) 42.60 + 4.01 

CYS3 13.68 + 0.26 

CYF1 18.82 + 2.13 

Muestra Tiempo de coagulación (s) 

Control negativo 12.73 + 0.15 

Control positivo (heparina) 42.60 + 4.01 

CYF1A 14.87 + 0.40 

CYF1B 17.17 + 0.64 

CYF1C 13.23 + 0.15 



CAPÍTULO IV RESULTADOS 

33 

 

(concentración 100 µM) (Zhou et al., 2009). También el extracto metanólico de Crassocephalum 

crepidioides prolonga de manera significativa el tiempo de protrombina a una concentración de 

10mg/mL (Ayodele et al., 2019).  

Por otra parte, los anticoagulantes orales aprobados comercialmente incrementan el tiempo de 

protrombina significativamente a concentraciones mucho más bajas que los extractos de plantas. 

Un ejemplo de esto es el apixaban, que duplica el tiempo normal de protrombina a una 

concentración de 3.6 µM (Byon et al., 2019). 

De ahí, que en muchas ocasiones, cuando se identifican plantas con potencial actividad 

anticoagulante, se procede al aislamiento de los metabolitos que elicitan dicha respuesta. 

Una excepción a este planteamiento lo constituyen los remedios tradicionales chinos Kangen-

karyu y Bak Foong Pill, que son prescritos como anticoagulantes naturales con beneficios 

adicionales a la salud (antioxidante, anticanceríno, antiinflamatorio) (Samuels, 2005). Kangen-

karyu está compuesto por 6 plantas medicinales: raíz de peonía, rizoma de cnidium, cártamo, 

rizoma de cyperus, raíz de saussurea y raíz de Salvia miltiorrhiza (Makino et al., 2002). Mientras 

que Bak Foong Pill incluye 26 especies de plantas diferentes (Gou et al., 2003).  

Teniendo esto en cuenta, es posible que los metabolitos que componen la fracción CYF1B 

eliciten una respuesta anticoagulante significativa a menor concentración, por lo que se sugiere 

proseguir con la purificación de la misma. Pero también es importante considerar otros usos de 

las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis como remedio natural. 

IV.5 Caracterización preliminar de la fracción CYF1B 

La complejidad de una fracción o extracto vegetal es un reto a superar en la investigación 

fitoquímica. En muchas ocasiones, los componentes con actividad biológica se encuentran a muy 

baja concentración, mientras que en otras ocasiones, la sinergia de dos o más compuestos, es 

la que elicita una respuesta biológica (Boik et al., 2009).  

La fracción CYF1 tiene una naturaleza polar, debido a que se obtuvo a partir de una partición con 

ACN/MeOH. Los polisacáridos sulfatados, flavonoides y terpenoides son las principales 

entidades químicas con actividad anticoagulante y anti neuraminidasa (Ciancia et al., 2010; Liu 

et al., 2008). Es por ello que la fracción CYF1 fue sometida a distintas pruebas colorimétricas de 

identificación, las cuales incluyen: detección de la presencia de flavonoides, detección de la 

presencia de saponinas, detección de la presencia de triterpenos y detección de la presencia de 

carbohidratos. 
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IV.5.1 Identificación de metabolitos secundarios 

Mediante la evaluación de ensayos colorimétricos se determinó que la fracción CYF1 contiene 

carbohidratos y flavonoides. La planta Caesalpinnia yucatanensis se ha utilizado como fuente 

melífera, por lo que la presencia de carbohidratos en sus inflorescencias es un resultado 

esperado (Varga et al., 2013). La coloración de las mismas (amarillo y rojo) es atribuida a la 

presencia de flavonoides (Stavenga et al., 2021) (Figura 16). 

 

IV.5.2 Análisis por HPLC de la partición CYF1 

El análisis por HPLC de la fracción CYF1, permitió observar la presencia de 3 señales de gran 

intensidad que se superponen con tiempos de retención de 2.5, 2.8 y 3.2 minutos (Figura 17). 

Paralelamente a la fracción CYF1 se realizó un análisis por cromatografía en capa delgada donde 

se pueden observar 3 bandas principales con factores de retención de 0.4, 0.8 y 0.9. 

A pesar de que se observan 3 bandas, es posible que numerosos compuestos similares en 

estructura química se encuentren en esta partición, por lo que se continuará con la exploración 

de diversos métodos cromatográficos para separar cada uno e identificar el (los) que confieren 

la actividad antineuraminidasa y anticoagulante. 

Figura 16 Resultados del análisis colorimétrico de la fracción CYF1B 
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A 

 

B  

 

IV.6. Caracterización espectroscópica 

IV.6.1. Análisis de RMN-1H 

La espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear es una poderosa técnica para determinar 

la estructura de moléculas pequeñas. Para la fracción CYF1B  no  fue posible asignar señales a 

una estructura debido a la complejidad de la muestra. Sin embargo, los desplazamientos 

químicos de los protones sí permiten al menos diferenciar la naturaleza de los mismos. En la 

Figura 18 se muestran señales en la zona de protones aromáticos (δ = 6.5-7.5 ppm) y protones 

Figura 17 Caracterización cromatográfica de la fracción CYF1B A) Cromatograma HPLC B) 
Cromatofolio de fase reversa, fase móvil H2O/MeOH 1:1 
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unidos a carbono sp3 de los carbohidratos (δ = 3-6 ppm). Los protones anoméricos muestran 

desplazamientos más blindados (δ = 4.5-5 ppm) 

 

IV.6.2. Análisis de FT-IR 

La espectroscopía infrarroja (IR) se basa en el hecho de que la mayoría de las moléculas 

absorben la luz en la región infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibración 

molecular. Esta absorción es característica de la naturaleza de los enlaces químicos presentes 

en una muestra. Mediante el análisis del espectro IR es posible identificar los grupos funcionales 

presentes en una molécula orgánica. El espectro IR de la fracción CYF1B (Figura 19) muestra 

una banda ancha entre 3600 y 3100 cm-1 que corresponde a vibraciones de enlace de grupo –

OH libre. Esta es una banda típica en los espectros IR de carbohidratos o de flavonoides. 

3-6 ppm 

(carbohidratos) 
6.5-7.5 ppm 
(aromáticos) 

Figura 18 Espectro de RMN-1H de la fracción CYF1B 
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Otra señal característica de esta estructura es la vibración de enlace C=O a 1728 cm-1, 

correspondiente a grupo carbonilo de cetona. Aunque no es posible asignar la estructura de los 

componentes de la fracción CYF1B, se observan las bandas del patrón de fenilo a una frecuencia 

de 1600, 1501 y 1448 cm-1 que corresponde a la vibración de estrechamiento de doble enlace 

C≈C de anillos aromáticos. En la zona de la huella de la molécula, se presenta la banda νC-O para 

fenoles en 1200 cm-1. También se observan bandas a una frecuencia de 1025 cm-1, que pudiera 

representar la banda νC-O pero para alcoholes primarios.  

El análisis del espectro IR ha contribuido a fortalecer las evidencias preliminares de que la 

muestra CYF1B tiene en su composición flavonoides y carbohidratos. 

 

 

Figura 19 Espectro de RMN-1H de la fracción CYF1B 



CAPÍTULO V CONCLUSIONES 

38 

 

CAPÍTULO V  

CONCLUSIONES 

• Las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis, poseen compuestos con actividad 

anticoagulante. Hasta el momento solo se han reportado compuestos con actividad 

anticoagulante en el tronco de Caesalpinnia sappan y en la corteza Caesalpinnia férrea. 

Por lo que este sería el primer registro de dicha actividad en la especie. 

• Las inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis mostraron actividad anti-

neuraminidasa en el ensayo enzimático con ácido 4-metilumbeliferil-α-D-N-

acetilneuramínico a la concentración de 100 µg/mL.   

• Se obtuvo un valor de CI50 de 0.15 mg/mL de inhibición de la actividad de la 

neuraminidasa para la subfracción CYF1B de las inflorescencias de Caesalpinnia 

yucatanensis.   

• En la subfracción activa CYF1B se identificaron carbohidratos y flavonoides mediante 

pruebas colorimétricas y espectroscópicas. 
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ANEXO I  

Análisis estadístico de la evaluación de la actividad anticoagulante de CYF1B. (Test de 

Fisher para p < 0.05). Control negativo (Nivel 1), Control positivo (Nivel 2), CYS3 (Nivel 3), 

CYF1 (Nivel 4). Los grupos con una significación equivalente a 1 indican que sus medias 

tienen diferencias estadísticamente significativas. 

 

  Dif. Media Valor de t Probabilidad Significación 

Nivel 2  Nivel 1 29.86 16.06 2.258 E-7 1 

Nivel 3 Nivel 1 0.95 0.51 0.623 0 

Nivel 3 Nivel 2 -28.91 -15.56 2.903 E-7 1 

Nivel 4 Nivel 1 6.08 3.27 0.011 1 

Nivel 4 Nivel 2 -23.78 -12.79 0.0131 E-6 1 

Nivel 4 Nivel 3 5.133 2.76 0.024 1 
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