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1. Resumen

Justicia spicigera es una especie muy valorada dentro de la medicina tradicional
de México ya que cuenta con mas de 50 usos etnomédicos documentados, tanto para
padecimientos relacionados con sindromes de filiacion cultural, tal es el caso del tlazol,
como para enfermedades con sintomatologias muy bien definidas como diabetes,
hipertension, epilepsia, entre otros. También, destaca su uso como planta tintérea, siendo
considerada algunas veces sustituto del afiil. J. spicigera se encuentra distribuida a lo
largo y ancho del territorio mexicano, ya que crece en una amplia variedad de ambientes
y regiones geograficas, aunque su habitat natural son las zonas célidas y templadas de
nuestro pais, asi como el centro y sur de América. Su nombre en nahuatl es “mohuitli”
gue significa “hierba que se bebe”. De este aztequismo derivan los nombres vernaculos
con los que se conoce actualmente: muicle o muitle, que son los que finalmente pasaron
a formar parte de todos los documentos novohispanos. Su importancia es tal, que hasta
la fecha se le han realizado varios ensayos farmacologicos con la finalidad de comprobar
algunas de sus propiedades terapéuticas, lo que ha permitido validar su uso para la
diabetes, la hipertension, contra la ansiedad, espasmolitica, antiparasitaria, por
mencionar algunas. La mayoria de estos estudios se han realizado usando extractos
hidroalcohdlicos y se ha sugerido que la actividad esta relacionada a la presencia de la
canferitrina, un flavonol diglicosilado con dos residuos de ramnosa. Sin embargo, hasta
la fecha este compuesto no se ha identificado o aislado del preparado tradicional de
mayor uso que es la infusion, lo que permitiria confirmar que, efectivamente es el principal
compuesto activo de la planta. En este contexto, este trabajo estuvo encaminado a dar a
conocer de manera parcial, la composicion quimica del extracto acuoso obtenido por
infusion. Los resultados de esta investigacion permitieron aislar dos metabolitos puros,
los cuales a partir de la aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas, se
pudo determinar que uno de ellos corresponde a la canferitrina (1); el otro es un
compuesto de tipo fluorenona, el cual se le dio el nombre de mohuitlinona (7). Este ultimo

es una entidad quimica nueva.



2. Antecedentes

21 Datos histéricos de Justicia spicigera

El uso de J. spicigera ha sido documentado desde la época de la colonia. Asi, en
algunos documentos novohispanos se hace mencion de ella, ya sea como una planta
medicinal, o como planta tintérea. Posiblemente, quien describi6 e identificé por primera
vez con cierta certeza a la planta fue el protomédico Francisco Hernandez quien, entre
los afios de 1572 y 1576 en su escrito denominado “Historia Natural de Nueva Espafia’,
hace referencia a ella como “mohuitli” o hierba purpurea y describié que se usaba para

tratar la sarna, flujo menstrual excesivo, entre otros, y menciona:

“Es una hierba con raices ramificadas, de donde nacen tallos de dos palmos, sarmentosos, torcidos,
cilindricos vy flores escarlatas alargadas: hojas como de hierba mora algo blanquecinas por debajo,
que tienen un sabor exactamente como de pepino. Es de naturaleza fria o templada, y glutinosa. Cura
las disenterias y detiene el flujo menstrual excesivo tomando cuantas veces sea necesario el agua
donde se haya remojado, machacada, por algun tiempo; cura la sarna, y tifie las lanas de color
purpura. Nace en los lugares planos o en las alturas de Hoaxtépec. No debe pasar inadvertido en esta
planta, que a uno y otro lado del nacimiento de las hojas brotan pequefias ramitas o apéndices llenos
de otras hojillas como de ciprés, aunque mas pequefias y delgadas. Tal es la exuberancia y variedad
de esta naturaleza lujuriosa” (Hernandez, 2015).

MOHUITLI
Jacobinia spicigera (Schl.)

Figura 1. Mohuitli. Jacobinia spicigera (Schl.). llustracién tomada de

(http://www.ibiologia.unam.mx/plantasnuevaespana/pdf/)



Algunos de los usos mencionados por F. Hernandez siguen vigentes hasta la fecha,
como es el caso de la disenteria y el flujo abundante de la menstruacion (ver Cuadro 4).
Posteriormente, en la obra botanica conocida como Plantae Novae Hispaniae que
contiene el listado floristico de lo que fue la Real Expedicion Botanica y que realizaron el
botanico espafiol Martin de Sessé y el naturalista novohispano, José Mariano Mocifio
entre 1787 y 1803, se menciona también a la especie J. spicigera. Ellos la nombraron
como Justicia coccinea, que es el homénimo de Pachystachys coccinea, esto
posiblemente en relacion al adjetivo latino “coccineo” que significa “de color escarlata” o
parpura, y que puede estar relacionado al color de las flores. En este escrito se menciona
que se utilizaba para la anemia y la epilepsia, agregando también que el tinte obtenido
de las hojas tenia importancia econdmica. Ellos también documentaron el nombre de
“mohuitl” (Sessé, 1809).

q’rla')('m ("““"""i' '\‘!‘ N
Mex. Moctli.

Figura 2. Justicia coccinea. llustracion tomada de la obra faccismil: Plantae Novae Hispaniae (Zamudio
Varela, 2017)



Los usos para la anemia y la epilepsia que ellos documentaron aun persisten hasta
la fecha (ver tabla 4). Posteriormente, en la obra del botanico Antonio de la Cal y Bracho
publicada en 1832 y titulada “Ensayo para la Materia Médica Mexicana” se menciona al

“‘moictle” o “mohuitli” y la nombra como Justicia tinctorea F.M.I, y menciona:

“Se produce en varios terrenos de la Republica, y se cultiva en varios jardines. Hernandez la
recomienda en las disenterias, en el flujo inmoderado de la menstruacion y en la sarna. El padre
D. Alzate public6 en las gacetas de literatura, la virtud antiapoplética de esta planta, y en el dia la

usan generalmente como antiepiléptica” (de la Cal, 1832).

En la primera Farmacopea Mexicana, publicada en 1846, también se menciona al
muicle o muitle y se hace referencia a Justicia salviflora como antiespasmédica, para la
cual hacen uso de sus hojas (PFM, 1846). Después, se aclara en la Nueva Farmacopea
Mexicana, publicada en 1874 que Justicia Salviaflora es una especie usada en Jalisco.
En este documento, se hace referencia al muicle como Sericrocraphis Mointli y menciona
su uso como antidisentérico. El macerado y la infusion acuosa son de un color azul muy
oscuro que asemeja al tornasol (NFM, 1874). En la tercera edicion de la Nueva
Farmacopea Mexicana de 1896, se hace referencia a ella como Jacobinia Mointli e

igualmente resalta el uso como antidisentérica (NFM, 1896).

Por lo que respecta a su importancia como planta tintérea, en el “Tratado del
Xiquilite y Anil de Guatemala”, escrita en 1799 por José Mariano Mocifo, este hace
mencion de una especie, adicional al afiil, cuyo pigmento también era empleado por las

comunidades mayas:

“Los antiguos Mexicanos conocieron también dos plantas para extraer el tlechouhuilli o color azul
una de ellas llamada Jiiuhquilitly pitzahuac es sin duda alguna la Indigofera tintoria: la otra conocida
con el mismo nombre y por el de jiuhquihtl patlahoac es especie de género muy distinto [...] Ximenes

[...] lama tlacehoili y mohuitli a la tinta azul sacada de estas especies” (Sanmartin y Quilis, 2019).

Sin embargo, es importante resaltar que en este tratado de Mocifio no se detalla
el nombre cientifico de la planta a la que se le denomina mohuitli. Para 1866, el
farmacéutico francés M. Thomas realizO una expedicion botanica en el estado de
Veracruz e indagd sobre la forma de preparacion del colorante de muicle. Los resultados

de esta investigacion se publicaron en el Journal de Pharmacie et de Chimie, donde se



menciona que la informacién la obtuvo de los indigenas veracruzanos (Thomas, 1866).

Cabe agregar que hace mencion de su uso etnomédico y al respecto describid:

“Los mestizos y los indios, que sufren los primeros sintomas de disenteria, usan las hojas de una
planta llamada mohitli para combatir esta enfermedad. Maceran en agua dulce las hojas frescas de la
planta y obtienen, unas horas mas tarde, un liquido de un hermoso violeta azul, al dia siguiente toman

el liquido con el estémago vacio” (Thomas, 1866).

De igual manera en el articulo se especula sobre el colorante contenido en el muicle y

describe:

“Cuando interactUa el aire y el agua en la planta mohitli en fresco, forman el principio incoloro mohitlina
el cual, al mezclarse con oxigeno, se convierte en una materia verde mohitléina. Esta a su vez oxida
y produce acido mohitlico, que al combinarse con las bases de las sales alcalinas contenidas en el

agua o en la propia planta da lugar a la materia colorante azul, como tornasol”

Figura 3. Imagen del muicle tomada de: Thomas, 1866

M. Thomas menciona también que el principio colorante esta muy extendido en todas las
partes de la planta, excepto las flores. Por ultimo, es importante mencionar que el uso
como planta tintérea aun persiste, principalmente, en comunidades indigenas y su uso

como planta tintorea no se limita al tefiido de fibras o textiles, sino también a alimentos.



2.2 Taxonomia del género Justicia

Las especies de la familia Acanthaceae son plantas herbaceas, perennes o
arbustos y se presentan menos frecuente como arboles o trepadoras perennes (Thomas
y Acosta Castellanos, 2003). Las especies de esta familia predominan principalmente en
zonas tropicales y subtropicales, teniendo como centros de diversificacion las regiones
indomalaya, africana (incluyendo Madagascar), sudamericana y mesoamericana que
incluye México y centroamericana. La familia cuenta actualmente con unas 4000
especies registradas en aproximadamente 230 géneros (Thomas, 2004). Por lo que
respecta a nuestro pais, México es centro de origen de varias especies de las acantaceas
con numeros endémicas. La familia esta representada en nuestro pais por alrededor de

407 especies presentes en 39 géneros (Thomas, 1999; 2004).

Dentro de la familia Acanthaceae encontramos al género Justicia que tiene
distribucion pantropical y cuenta con aproximadamente 600 especies, lo que la convierte
en el género mas grande de esta familia (Acosta Castellanos, 2007). En México se
conocen cerca de 78 especies, pero con la exploracion botanica de diversas regiones de
México, se han descrito especies no reconocidas previamente en la familia, en su mayor

parte de las zonas tropicales (Acosta et al., 2007).

A continuacién, se presentan algunas especies de Justicia encontradas en México
con la finalidad de mostrar la diversidad de este género. El criterio a considerar fue su
descripcion en las colecciones botanicas de la UNAM. De esta manera, esta informacion
se obtuvo del Instituto de Biologia (IB-UNAM). Las imagenes corresponden a ejemplares
del Herbario Nacional de México (MEXU) y del banco de imagenes de la Comision

Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO).



Cuadro 1. Especies del género Justicia distribuidas en México
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2.3 Taxonomia y etnobotanica de Justicia spicigera

Justicia spicigera Schltdl (Figura 4, Cuadro 2) es un arbusto de 1 a 1.5 m de altura,
aunque a veces llega a crecer un poco mas. Sus hojas son largas, las flores se
encuentran en la parte terminal de la planta y son tubulares bilabiadas de color
anaranjado. Presentan frutos capsulares ovoides con 2 o 4 semillas (Marquez, et al.,
1999)



Figura 4. Justicia spicigera Schltdl. (Acanthaceae)

Cuadro 2. Clasificacion botanica de la especie Justicia spicigera*

Reino Plantae
Phylum o divisién Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Acanthaceae
Género Justicia
Especie Justicia spicigera
Nombre cientifico Justicia spicigera Schitdl.

*La clasificacion se obtuvo del Herbario Nacional de México (MEXU) del Instituto de Biologia UNAM

J. spicigera ha sido reconocida con otros nombres cientificos, algunos de los
cuales han sido muy relevantes para ubicarla histéricamente. En el Cuadro 3 se
presentan las distintas sinonimias para esta especie.



Cuadro 3. Sinonimias de la especie Justicia spicigera®

Ano Nombre

1715 Jacobinia spicigera (Schlecht.)
1832 Justicia spicigera Schlecht.

1840 Justicia atramentaria Benth

1847 Drejera willdenoxciana Nees

1847 Sericographis mohintli Nees

1847 Justicia tinctoria hort. ex Nees
1847 Justicia mohintli Moc. & Sessé ex Nees
1876 Jacobinia mohintli Benth. & Hook. f.
1878 Jacobinia neglecta (Oerst.) A. Gray
1882 Jacobinia mohintli Hemsl.

1915 Jacobinia spicigera (Schltdl.) L.H.Bailey
1917 Jacobinia atramentaria (Benth.) S.F.Blake
1917 Jacobinia scarlatina S.F.Blake
1988 Justicia liebmanii V.A.W. Graham

Tomado de: http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2330023 (julio 2020).

Cabe agregar que el nombre del género Justicia fue otorgado por el botanico aleman
Diederich von Schlenchtendal en honor a James Justice, un horticultor escoces que Vvivid
entre 1730y 1763.

La especie es nativa del centro y sur de México, Belice, Guatemala, El Salvador,
Honduras, Nicaragua, Colombia y Honduras, comunmente se conoce como muicle, afil
de hierba, trompetilla, purpura, micle, mohuite, mucle, muille, muitle, mozote, moytli, entre
otros. En la Figura 5 se presentan alguno de los hombres en lenguas indigenas con los
gue es conocida. Como se observa en el mapa, su distribucion geogréafica en México esta

en acorde con los usos ethnomeédicos documentados en diferentes regiones (Cuadro 4).
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NAHUATL: Mohuiti = azul
"tlacehuili”

TOTONACO: Limanin = color
MIXTECO: Kivi = color de cielo
MAYA Yich-caan = azul cielo
HUASTECO: Muh, Muu
ZAPOTECO: Yuhaa-tinta
TOTONACO: Tsi'is
POPOLOCA: Caandathana
TEPEHUA: Mouait

Figura 5. Mapa de distribucién de usos etnomédicos en México, y nombres conocidos en lenguas

indigenas que han sido documentados para J. spicigera

Por lo que respecta a sus propiedades medicinales, la planta se usa para multiples
propasitos en diversos estados del pais (Cuadro 4). Dentro de estos usos, el que mas se
menciona es el de ayudar a clarificar o purificar la sangre, lo que podria significar que la
limpia o libera de sustancias o humores que dafian o enferman; también, su uso para la
anemia se menciona en forma recurrente. Es interesante ver que la disenteria y el flujo
menstrual abundante, que eran usos documentados desde la época de la colonia,
persisten hasta nuestros dias. También, la propiedad como antiepiléptica, documentada
por Antonio de la Cal y Bracho en su Materia Medica (1832), sigue estando vigente v,
como vemos, se han sumado mas de 50 usos tanto de filiacion cultural, propias de las
comunidades o estados donde se usa, asi como remedio para patologias muy bien
identificadas como la diabetes y la hipertension. La planta se prepara principalmente en

forma de infusion y se toma como agua de tiempo.
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Cuadro 4. Algunos usos etnomédicos actuales en México de Justicia spicigera

Region Parte usada Uso Preparado Referencia
Oaxaca Hojas Anemia, clarificar la sangre, Infusién (en té) | Heinrich, et al., 1992.
disenteria, diarrea, dolor de Jeanne Demol, 2017.
estémago, epilepsia, sarna,
alfarecia.
Morelos Hojas Colicos, inflamacién. Infusion Meckes, et al., 2004.
Yucatéan Partes aéreas Tratamiento contra la diarrea Infusién Peraza, et al., 2005.
San Luis Potosi Hojas Diabetes, anemia, presion Infusién/oral Alonso-Castro, et al.,

arterial alta, insomnio, cicatrizar
heridas, alejar “malos espiritus”.

2012.

Hidalgo Partes aéreas Heridas, varices, gangrena, Infusion. Pérez Escanddn, et
cancer, menstruacion excesiva, Restregar en al., 2003
calentura. agua
Estado de Partes aéreas Enfermedades de las encias, Infusién Rosas-Pifién, et al.,
Méxicoy Cd. De purificar la sangre, sustos, tos, 2012.
México. desinfectante, cancer de matriz, Fonseca Chavez, et
presion arterial, diarrea. al., 2020
Yucatan Hojas/ramas Dolor de cabeza, hipertension, Infusion y Ortiz, et al., 2012.
epilepsia, disenteria, decoccion
estrefiimiento, enfermedades de
la piel (erisipela), sifilis, tumores,
espinillas; fiebre, anemia, dafio
renal, antiinflamatorio,
antitusivo, enfermedades
respiratorias.
Guerrero Hojas Componer la sangre, varicela, Se maceran las | Barrera-Catalan, et
heridas. hojas, las dejan | al., 2015.
reposar en agua | Juarez-Vazquez, et
y la beben fria. | al., 2013
Veracruz Hojas, flor Relajante, mal del viento (tlazol), Barfios en el Dominguez-Barradas,
‘cabeza caliente”, “maldad”, cuerpo, barrer a | et al., 2015.
hemorragias, flujoy la persona Esteban del Angel, et
Desequilibrio en la menstruacion al., 2018.
Puebla Tallos y hojas Inflamacion, aumentar o Martinez-Moreno, et

fortalecer la sangre, estimular
flujo menstrual, “aire” dolor de
oidos, dolor de ojos, sabafiones,
“mal puesto”, diarrea, alfarecia.

al., 2006
Martinez Alfaro, et al.,
2001

2.3 Algunas actividades farmacolégicas

Las investigaciones cientificas sobre las propiedades medicinales de J. spicigera

se remontan al aflo 1994, cuando fue evaluada por primera vez para corroborar

cientificamente su efecto como un agente antiprotozoario debido a diferentes

descripciones tanto histéricas como actuales para el tratamiento de la disenteria. Hasta

la fecha, se han realizado diversos ensayos farmacolégicos (Tabla 1) con la finalidad de

demostrar todo el universo de propiedades etnomédicas atribuidas a la planta.
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Tabla 1. Actividades farmacoldgicas de Justicia spicigera

Actividad Disolvente Preparado Referencia
Anti-obesidad Etanol Extraccién con EtOH Real-Sandoval, et al., 2020.
Antimicrobiano Agua desionizada Decoccién Bernardo, et al., 2019.

Ansiolitico Agua purificada Infusién Garcia, et al., 2019.

Antinociceptivo y
espasmolitico

Etanol absoluto

Extracto con EtOH

Angeles, et al., 2019.

Citostatico Etanol:Agua Extracto hidroalcohdlico Fernandez, et al., 2018.
Antiinflamatorio Metanol Extracto en MeOH Pérez, et al., 2018.
Anticonvulsivo Agua Extraccién Soxhlet 3h, 60 | Gonzélez-Trujano, et al.,

°C 2017.
Antihipertensivo Metanol Extracto en MeOH Magos, et al., 2017.

Antinociceptiva

Etanol absoluto

Extraccién con EtOH

Zapata, et al., 2016.

Antidepresivo

Etanol al 70%

Extracciéon con EtOH

Cassani, et al., 2014.

Antihipertensivo Hexano, cloroformo, | Maceracion sucesiva por un | Esquivel, et al., 2013.
metanol y agua. tiempo de 5 dias
Antitumoral Etanol Extraccién con EtOH Alonso-Castro, A., et. al.
2012.
Antibacteriano y Hexano, diclorometano, | Maceracion sucesiva por | Vega, et al., 2012.

antifangico.

acetato de etilo y etanol

48h

Antidiabético

Etanol al 60%

Extracciéon con EtOH

Ramirez, et al., 2012.

Antidiabético

Etanol

Extracciéon con EtOH

Ortiz, et al., 2012.

Antioxidante

Agua destilada, etanol
absoluto, etanol 500 g/kg,
glicerol, y propilenglicol

Extraccion por disolventes

Garcia, et al., 2012.

Antimicrobiano

Etanol

Extraccion con EtOH por
Soxhlet

Jacobo, et al., 2011.

Actividad citotoxica

Hexano, diclorometano,
acetato de etilo, etanol y

Decoccién y maceracion

Vega, et al., 2009.

agua
Antioxidante Metanol Extraccién en MeOH Sepulveda, et al., 2009.
Antiparasitario Metanol Extraccién en MeOH Peraza, et al., 2007.
(Leishmania
mexicana)
Antiprotozoario Metanol Extraccién en MeOH Peraza, et al., 2005.
(Giardia lamblia)
Antiprotozoario Metanol Extraccion en MeOH a | Fumiko Abe, et al., 2005.
(Trypanosoma cruzi) reflujo
Antiinflamatorio, Hexano, cloroformo vy | Maceracion Meckes, et al., 2004.
efecto inhibitorio de metanol
edema por
carragenano
Antiprotozoario Etanol Extraccién con EtOH Ponce, et al., 2001.
(Giardia duodenalis)
Antiprotozoario Solucioén salina | Decoccién Ponce, et al., 1994.

(Giardia duodenalis)

balanceada de Hank

A continuacion, se detallaran algunos ensayos farmacoldgicos de la planta (Figura 6).
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Antiprotozoario

Figura 6. Actividades farmacoldgicas demostradas para Justicia spicigera

2.3.1 Actividad anti-obesidad

Desde 1975 la obesidad aproximadamente se ha triplicado en todo el mundo
(WHO, 2020). Segun la OMS, el sobrepeso y la obesidad estan definidas como la
acumulaciéon anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud, es
decir, es un incremento anormal del porcentaje de grasa corporal, este aumento por lo
general, suele conllevar un incremento del peso. Si el peso “ideal” de un sujeto es aquel
gue maximiza su esperanza de vida, se puede definir la obesidad como una enfermedad
en la que la salud (y la esperanza de vida) se ven repercutidas por el exceso de grasa
corporal. El parAmetro propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud es el indice de
masa corporal (IMC), el cual se calcula dividiendo la masa corporal (en kg) por el
cuadrado de la talla (en metros), el IMC no es un parametro perfecto, pero presenta
generalmente una correlacion buena con las otras determinaciones de la grasa corporal
y se utiliza con gran frecuencia en los estudios sobre la obesidad. En el caso de los
adultos se indica que una persona tiene sobrepeso cuando su IMC es igual o superior a
25, mientras que un IMC igual o superior a 30 es indicativo de obesidad (WHO, 2020;
Velasco, et al., 2004).
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De igual forma, la obesidad es una enfermedad pro-inflamatoria cronica la cual, esta
asociada a multiples complicaciones de salud (Blancas, et al. 2010). Se ha identificado
que el proliferador de peroxisoma a (Ppar—a), ademas de realizar la beta oxidacion de
acidos grasos y el reemplazo de triglicéridos, es capaz de ejercer un efecto
antiinflamatorio mediante la regulacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) factor capaz
de unirse a la region reguladora del promotor de los genes encargados de codificar para
las inmunoglobulinas (Lépez-Bojorquez, 2004). En un estudio donde se utilizaron ratones
knock- out Ppar—a, que fueron sometidos a una dieta caldrica por 8 semanas, la
administracion fue realizada con una solucion de agua (Tween 80 en una proporcion
100:1 con respecto al triturado de Justicia spicigera y el compuesto de canferitrina), los
resultados fueron: un peso final de 446.36 + 4.97g y un indice de grasa relativa (IGR) de
3.37 = 0.13 kcal/dia grupo control, 546.08 + 9.15¢, IGR: 6.77 + 0.46 grupo con alta dieta
caldrica; 496.21 + 21.61g, IGR: 5.99 + 0.67 grupo con canferitrina y 386.15 + 15.45g,
IGR: 3.75 = 0.38 grupo con triturado de Justicia spicigera (Real-Sandoval, et al., 2020);
los autores describieron que este ultimo grupo mostré una reduccion de grasa corporal
del 55.3%, mientras que para el compuesto canferitrina fue del 16.8%. Si bien, la clave
para el desarrollo de la obesidad es una dieta alta en grasas, debido a que la ingesta en
exceso produce un aumento en la acumulacién de grasa visceral (Real-Sandoval, et al.,
2020).

2.3.2 Actividad antidiabética

Segun la Federacion Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation,
por sus siglas en inglés IDF), la diabetes se define como una enfermedad crénica que
ocurre cuando el pancreas ya no puede producir insulina o cuando el cuerpo ya no puede
hacer buen uso de la insulina que se produce. La insulina es la hormona producida por
el pancreas, ayuda a que la glucosa obtenida de los alimentos pase del torrente
sanguineo a las células del cuerpo, es decir, ayuda a que la glucosa ingrese a la célula
para la consecuente produccion de energia. Los problemas que se producen por el uso
ineficiente y/o produccion de la insulina conlleva a la aparicion de elevados niveles de
glucosa en sangre, también conocida como hiperglicemia, a largo plazo estos niveles
altos pueden asociarse con dafios en el cuerpo y fallos en érganos y tejidos (IDF, 2020).

La OMS clasifica esta enfermedad en 3 diferentes tipos:
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a) Diabetes tipo 1, anteriormente conocida como juvenil o insulinodependiente, se
caracteriza por la ausencia de la sintesis de insulina por lo que se requiere la
administracion diaria de esta hormona. Los sintomas consisten en: poliuria,
polidipsia, polifagia, pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio.

b) Diabetes tipo 2, antes denominada como “del adulto” o no insulinodependiente, en
este caso el cuerpo no es capaz de usar de manera eficaz la insulina, este tipo de
diabetes por lo general es causada por un peso corporal excesivo e inactividad
fisica, los sintomas pueden ser similares a la diabetes tipo 1 pero, por lo general,
son menos intensos.

c) Diabetes gestacional, en este caso se detecta una hiperglucemia durante el
embarazo, a pesar de que alcanzan valores a los normales, son inferiores a los
establecido para diagnosticar diabetes. Las mujeres diagnosticadas con este tipo
de diabetes por lo general corren un mayor riesgo, junto con sus hijos, de padecer
en un futuro diabetes tipo 2.

La acarbosa es el principal inhibidor de la glucosidasa, desafortunadamente no tiene una
gran eficacia para bajar los niveles de la glucemia, por otro lado, el inhibidor orlistat ha
sido utilizado para la pérdida de peso, pero no se receta para la diabetes debido a que
ha presentado efectos secundarios. Se ha encontrado que preparados de distintas
plantas poseen inhibidores de lipasa y/o glucosidasa, ademas de carecer efectos
secundarios, un ejemplo es Justicia spicigera en la cual los autores identificaron que
muestra inhibicion de la B-lipasa con lo cual sustentaron el uso etnomédico de plantas
medicinales en México (Ramirez, et al., 2012).

En la medicina tradicional mexicana, el uso de plantas medicinales es una practica comun
entre la poblacion diabética. En un estudio se realizé una prueba oral de tolerancia a la
glucosa, en la cual se utilizé el extracto etanélico de J. spicigera, se administré via oral
en ratas Wistar macho (normoglucémicas), en una dosis de 100 mg/kg; J. spicigera
mostré una reduccion en los niveles de glucosa en sangre de manera significativa desde
las 0.5 h hasta las 4.0 h, en comparacion el grupo tratado con glibenclamida (ratas
diabéticas inducidas), indicando una actividad antidiabética para esta planta. Los autores
observaron que el extracto etandlico estimula la absorcion de glucosa en células adiposas

sensibles a la insulina y resistentes a la misma hormona, ademas, ejercio una disminucion
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en los niveles de glucosa en ratas normoglucémicas y diabéticas inducidas, con lo que
demuestran que J. spicigera esta relacionada con la estimulacion de la captacion de
glucosa en adipocitos murinos y humanos sensibles y resistentes a la insulina, ademas

de justificar el uso tradicional del muicle para la diabetes (Ortiz, et al., 2012).

2.3.3 Actividad antihipertensiva

La mayoria de las personas ignoran que padecen hipertension, debido a que esta
enfermedad no siempre va acompafada de sintomas o signos de alerta, por lo que se
dice que mata silenciosamente. Por ende, es de gran importancia una medicion periddica
de la tension arterial. La tension arterial es la fuerza que ejerce la sangre circulante contra
las paredes de las arterias, los cuales son grandes vasos por los que circula la sangre en
el organismo; cuando esta fuerza es demasiado grande se considera como hipertension
(WHO, 2019). La OMS, en el 2019, describe a la tension arterial en dos cifras:

e Tension sistélica la cual representa la presion que ejerce la sangre sobre los vasos
cuando el corazdn se contrae o late.
e Tension diastolica es la presion ejercida sobre los vasos cuando el corazén se

relaja entre un latido y otro.

De igual modo, la Organizacién Mundial de la Salud ha establecido que se diagnosticara
como hipertension cuando se hayan tomado mediciones dos dias distintos y en ambas
lecturas la tension sistolica fue mayor o igual a 140 mmHg vy la tensién diastélica fue
mayor o igual a 90 mmHg (WHO, 2019).

Por otro lado, la Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA2-2009, para la prevencion,
deteccion, diagnéstico, tratamiento y control de la hipertension arterial sistémica; define
a la presion arterial sistémica que se caracteriza por un aumento sostenido de la presién
arterial sistolica, diastdlica 0 ambas, en ausencia de enfermedad cardiovascular renal o
diabetes presenta un rango de = 140/90 mmHg, en caso de presentar una enfermedad
cardiovascular o diabetes un valor > 130/80 mmHg y en caso de tener proteinuria mayor
a 1.0 g e insuficiencia renal > 125/75 mmHg. Clasifica a la hipertensién arterial sistémica

(HAS) con base en los siguientes criterios:
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Tabla 2. Clasificacion por cifras de la Hipertension Arterial Sistémica*

Categoria Sistélica mmHg Diastélica mmHg

Optima <120 <80
Presion arterial normal 120 a 129 80ag4
Presion arterial fronteriza* 130 a 139 85 a 89
Hipertension 1 140 a 159 90 a 99
Hipertension 2 160 a 179 100 a 109
Hipertension 3 =180 =110
Hipertension sistolica aislada =140 <90

* En casos donde las personas con presion arterial normal (con factores de riesgo asociados) o fronteriza
gue aln no padecen de hipertension, pero tienen alto riesgo en presentar la enfermedad deberan
prevenirse e intervenir para retrasar o en su caso evitar el desarrollo de HAS. *Obtenida de la NOM-030-
SSA2-2009.

En la medicina tradicional mexicana las hojas de J. spicigera se han utilizado para
desordenes relacionados con la circulacion. En un estudio se utilizaron ratas L-NAME, es
decir, ratas que fueron inducidas con éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), para
un estado de hipertensién, a una dosis de 75mg/kg/dia por un periodo de 18 dias, por
administracion oral en agua potable. Los autores observaron valores iniciales de 180/164
+ 1.7/3.2 mmHg (sistélica/diastdlica) en ratas L-NAME, y después de la administracion
del extracto de cloroformo de J. spicigera (150mg/kg) fueron valores de 149/133 + 4.0/3.7
mmHg (sistolica/diastélica), es decir, se observo un efecto antihipertensivo por parte del
muicle. Para el extracto acuoso se observé una disminucién en la presion arterial
diastolica, pasando de valores de 148 * 6.6 mmHg (diastdlica) a 128 + 4.5 mmHg
(diastdlica), esto indicé una disminucion importante en la prevalencia de hipertension y la
justificacion del uso tradicional de esta planta para combatir esta enfermedad, ademas
de una prevencidn para accidentes cerebrovasculares, aunque requieren de mas

estudios para determinar un perfil farmacolédgico que lo sustente (Esquivel, et al., 2013).

2.3.4 Actividad antiinflamatoria

La inflamacién es una parte del mecanismo de defensa del cuerpo, en este
proceso el sistema inmunitario reconoce y elimina los estimulos dafiinos dando paso al
proceso de curacion. La inflamacion aguda, es el resultado de una invasion microbiana,
un trauma o algun compuesto nocivo que induce este tipo de inflamacién, se puede volver

grave en poco tiempo y los sintomas pueden persistir algunos dias, por ejemplo: celulitis
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0 una neumonia aguda; por otro lado, una inflamacién subaguda es el periodo entre la
inflamacion aguda y cronica, el cual puede durar entre 2 a 6 semanas. La inflamacion
cronica, también conocida como inflamacién lenta puede tener periodos prolongados que
van desde meses hasta afios, en general los efectos de la inflamacién cronica varian
segun la causa de la lesion y la capacidad del cuerpo para reparar y superar el dafio
(Roma, et al.,, 2020). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a las
enfermedades cronicas como la mayor amenaza para la salud humana. A nivel mundial,
3 de cada 5 personas mueren debido a enfermedades inflamatorias crénicas como
trastornos cardiacos, enfermedades respiratorias crénicas, derrames cerebrales, cancer,
obesidad y diabetes (Roma, et al., 2020).

La inflamacién es una respuesta localizada ante un estimulo nocivo, este puede ser
desencadenado por una amplia variedad de sustancias extrafias, por ejemplo:
infecciones bacterianas y/o lesiones fisicas. La capacidad de una respuesta inflamatoria
es fundamental para la supervivencia contra patdogenos ambientales y lesiones. La
respuesta inflamatoria se caracteriza por una vasodilatacion local transitoria, un aumento
de la permeabilidad capilar, infiltracion de leucocitos y células fagociticas, asi como
degeneracion y fibrosis del tejido, en términos generales la inflamacién tiene como
sintomas caracteristicos dolor, rubor y tumoracién. Cuando el tejido esta inflamado se
genera un aumento en la biosintesis de prostanoide, los inhibidores de la COX deprimen
la formacion de éste, es decir, estos inhibidores son antiinflamatorios muy eficaces y los
prostanoides resaltan su importancia como mediadores proinflamatorios. Las isoenzimas
gue generan una mayor cantidad de prostanoides proinflamatorios son las isoenzimas:
COX-2y COX-1, se haencontrado que COX-1 desempefia un papel dominante en la fase
inicial de una respuesta inflamatoria aguda, mientras que COX-2 incrementa sus
concentraciones al cabo de varias horas. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF a), es
un mediador proinflamatorio que, ademds, puede trabajar como mediador de otro
proinflamatorio, tales como la IL-6 (Interleucina 6) y COX2, sin embargo, la IL-10
(Interleucina 10), es una citosina con mayor efecto antiinflamatorio e inmunomodulador,
incluyendo la inhibicion del TNF a. La IL-10 puede expresarse en mastocitos, macréfagos,
monocitos, células T reguladoras y células Th2. Si bien el NF-kB, es un factor de

transcripcion que participa en la regulacion transcripcional de la expresién génica en
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respuesta a la inmunidad y la inflamacion. Cuando el factor nuclear NF-kB es activado,
éste participa en los procesos de ubiquitinacion y fosforilacion, después de la degradacion
mediada por el proteosoma de la IkB-quinasa unida al NF-kB. EI NF-kB, es esencial para
la expresion de citosinas proinflamatorias y COX-2 (Brunton, et al., 2012; Pérez, et al.,
2018).

En un estudio se demostro el efecto antiinflamatorio del procumbenosido B (compuesto
aislado del extracto metanodlico; PB) de J. spicigera, el cual aumentd el efecto
antiinflamatorio de la IL-10 mejorando los mediadores proinflamatorios en macréfagos,
sugiriendo que la molécula aislada (PB) inhibe la activacion del NF-kB, induciendo asi la
actividad antiinflamatoria. Ademas, el extracto metandlico de J. spicigera, exhibié un
efecto protector en embriones de pez cebra contra especies reactivas de oxigeno y 6xido
nitrico, por lo que, J. spicigera se podria considerar como un posible farmaco
antiinflamatorio potencial, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Pérez, et
al., 2018).

El extracto de metanol de Justicia spicigera mostré un 40.3 £ 4.8% de inhibicién del
edema en pata de rata inducido por carragenano (Meckes, et al., 2004). Con estos
resultados los autores respaldaron el uso de Justicia spicigera, en la medicina tradicional

mexicana para dolencias que pueden estar involucrados en procesos inflamatorios.

2.3.5 Actividad antinociceptiva

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable la cual esta
asociada con dafio tisular real o potencial. El dolor es subjetivo, cada individuo aprende
de esta palabra mediante experiencias relacionadas con lesiones en la vida temprana.
Los bidlogos reconocen que los estimulos que causan dolor pueden dafar el tejido, en
consecuencia, el dolor es esa consecuencia que se asocia con dafio tisular o potencial.
Por otro lado, el dolor agudo es la conciencia de una sefal nociva proveniente de un
tejido recientemente dafiado, complicada por la sensibilizacion en la periferia 'y dentro del
sistema nervioso central, esta intensidad depende de los procesos inflamatorios, la
cicatrizacion de los tejidos y el movimiento. Por ende, el dolor es subjetivo pero los
procesos fisioldgicos subyacentes en los que participan el sistema nervioso sensorial y

el sistema nervioso autonomo, las catecolaminas y otras hormonas del estrés en la
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circulacién, y las respuestas inflamatorias son clave para el dolor agudo, puesto que la
respuesta inflamatoria sensibiliza nociceptores cercanos a la lesion y sensibiliza las vias
del sistema nervioso central que procesan las sefiales nocivas (International Association
for the Study of Pain (IASP), 2017).

La sensacion de dolor se genera en dendritas no mielinizadas o neuronas sensitivas
situadas alrededor de los foliculos pilosos, asi como también en tejidos profundos. Los
impulsos de los nociceptores (dolor) son transmitidos por dos tipos de fibras: uno de los
sistemas comprende fibras Ad con vainas delgadas de mielina (de 2-5 ym de diametro)
las cuales conducen a una velocidad de 12 a 30 m/s; la otra contiene fibras C no
mielinizadas (0.4—-1.2 ym de diametro), éstas por el contrario conducen a una velocidad
baja, es decir de 0.5 a 2 m/s. En el organismo, se tienen diferentes tipos de nociceptores:
en primer lugar, estan los nociceptores mecénicos los cuales reaccionan a una presion
intensa, como por ejemplo a un objeto puntiagudo; luego, estan los nociceptores térmicos
los cuales se activan con temperaturas cutdneas mayores de 45°C o con un frio intenso;
también, estan los nociceptores sensibles a estimulos quimicos, éstos responden a varios
agentes tales como bradicinina, histamina, acidez marcada, y sustancias irritantes del
ambiente; y los nociceptores polimodales, éstos reaccionan a combinaciones de los

estimulos mencionados anteriormente (Barret, et al., 2010).

La decoccién de las partes aéreas del muicle se utiliza en la medicina tradicional
mexicana para aliviar el dolor de enfermedades gastrointestinales. En un estudio se
evaluaron los efectos gastrointestinales (motilidad intestinal, nocicepcion visceral y
abdominal) del extracto etandlico de J. spicigera, se realiz6 la administracion en ratones
a una dosis de 316 mg/kg 15min antes de la administracion de acido acético. Los autores
evaluaron la respuesta analgésica mediante la prueba de retorcimiento, el grupo control
obtuvo como resultado 379.5 £ 27.3 ua, el grupo administrado con dipirona fue de 95.0 =
40.6 ua, mientras que el extracto etandlico presentd una inhibicién significativa con un
resultado de 179.5 + 29.5 ua, con estos resultados los autores respaldaron que la
administracion enteral o parenteral del extracto produce efectos antinociceptivos. En el
mismo estudio se evaludé el extracto etandlico de J. spicigera para la actividad

espasmolitica en ileon de cobaya; se obtuvo una contraccién maxima a 2.62 + 0.45 g con
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KCl (32 mM), después de la administracion del extracto obtuvieron una respuesta
contractil de 23 + 1.53 %. A través de las evaluaciones anteriores, los autores
distinguieron las propiedades antinociceptivas del muicle, ademas de reforzar su
potencial como espasmolitico para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales
(Angeles, et al., 2019).

El extracto etanolico de Justicia spicigera se examiné para evaluar su actividad
antinociceptiva y sedante; en un estudio donde se utilizaron ratones Balb/C de 8 semanas
de edad, se realiz6 la prueba de retorcimiento mediante la administracion con acido
acético (1 h posterior a la administracion del extracto) para la primera actividad, en donde
se indico la presencia de actividad nociceptiva ante la administracion de 200 mg/kg del
extracto; para la segunda actividad realizaron la prueba de tiempo de suefio, inducido por
ketamina, administraron 1 h antes por via oral el extracto de J. spicigera v,
posteriormente, la ketamina; los autores observaron una reduccién en la latencia de
suefio de manera no dependiente a la dosis administrada del extracto, es decir, el muicle
no tuvo efecto sobre el tiempo de suefio inducido por la ketamina. Por lo que en este
desarrollo experimental denotaron los efectos antinociceptivos centrales y periféricos en

ratones sin inducir sedacion (Zapata, et al., 2016).

2.3.6 Actividad ansiolitica
Los trastornos como la depresién y la ansiedad son problemas habituales de salud
mental que afectan a la capacidad de trabajo y productividad. Mas de 260 millones de

personas en el mundo tienen trastornos de ansiedad (WHO, 2017).

Se describe a la ansiedad como un estado emocional en el que se presentan cambios
somaticos, es decir, la persona expresa tener un sintoma que en realidad no tiene, y
psiquicos. Cuando la ansiedad se presenta de manera excesiva y la sudoracion es
prolongada, se clasifica como patoldgica (Secretaria de Salud, 2015). La Secretaria de

Salud describe que algunas manifestaciones de ansiedad son:

e Sensaciones somaticas: mareos, taquicardia, sudoracion, palpitaciones, temblor,

molestias digestivas, aumento de la frecuencia y urgencia urinaria.
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e Sintomas psiquicos (conductuales, afectivos y cognoscitivos): implica
nerviosismo, sensacion de muerte inminente, deseo de huir, inquietud, miedos

irracionales, temor a perder la razon y el control.

La ansiedad es una emocion humana con utilidad adaptativa psicobiologica, esta
emocion incluye trastornos por ansiedad generalizado, obsesivo-compulsivo, panico,
estrés postraumatico, fobia social, fobias especificas y estrés agudo. El tratamiento para
este trastorno es generalmente la administracion de ansioliticos, aunque también se han
utilizado en combinacion con antidepresivos y, a veces, antipsicoticos (Rang, et al.,
2008).

El nUmero de personas que padecen de este trastorno ha ido en aumento, por lo que se
han hecho esfuerzos para descubrir medicamentos que puedan aliviar el trastorno de
ansiedad. Los farmacos ansioliticos han tenido como objetivo comun el sistema acido y-
aminobutirico (GABA). El sistema GABA es un importante neurotransmisor inhibitorio en
la fisiopatologia de los trastornos de ansiedad; de igual modo se ha encontrado que el
déficit de este sistema se ha asociado con trastornos como ansiedad, insomnio y
epilepsia. El sistema GABA esta constituido por 3 receptores principales: GABAa, GABAs
Y GABAc de los cuales GABAa, también denominado GABA-benzodiacepina, esta
asociado con la ansiedad. GABAa es un canal de iones de cloruro dependiente de ligando
el cual afecta la entrada de iones cloruro intracelular en las neuronas postsinpticas
(Hyeon Joo Ham, et al., 2020).

A partir del extracto acuoso de J. spicigera, se explor6 su efecto sobre el ciclo estral en
ratas hembras Wistar. Los autores encontraron que la dosis de 12 mg/kg administradas
en ratas, presentaron una reduccién en el indice de ansiedad en las etapas de proestro
(es el periodo folicular que se inicia con la regresion del cuerpo luteo, es decir cuando el
ovocito sale del foliculo, y culmina con la aparicién del periodo de receptividad sexual),
ademas de observar efectos similares a los del diazepam en la prueba de laberinto. Los
resultados sugirieron un efecto de tipo ansiolitico ejercido por el extracto de muicle, esto
se le fue atribuido posiblemente a la presencia de flavonoides, esteroides y/o terpenos

en la planta, ademas de confirmar el efecto que la medicina tradicional le atribuye a J.
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spicigera, y con ello la busqueda de nuevos tratamientos para la ansiedad (Garcia, et al.,
2019).

2.3.7 Actividad antibacteriana

Tras el descubrimiento de la penicilina se inici6 una nueva era para la medicina,
ademas, dio inicio a la busqueda de otros compuestos tanto naturales como sintéticos
gue se pudieran utilizar para tratar microorganismos patdgenos. Las células bacterianas
difieren de las células humanas en muchas caracteristicas y gracias a esto, es que
ofrecen mas oportunidades para el desarrollo de nuevos farmacos. Por otro lado, hongos
y parasitos tienen en comun con las células humanas, el que poseen muchas vias
metabdlicas y estructuras, de tal modo que para los investigadores les proveen de menos
dianas terapéuticas y conllevan mas riesgo de toxicidad (WHO, 2016). La Organizacién
Mundial de la Salud menciona que los antimicrobianos se consideran farmacos “sociales”,

es decir:

e La resistencia hacia los antimicrobianos sera dependiente de las decisiones que
adopten los pacientes, profesionales sanitarios, granjeros y veterinarios.

e El uso inmoderado de los antimicrobianos provoca una alteracion en el equilibrio
de las poblaciones microbianas, dando como resultado un aumento de los
microorganismos resistentes y cambios en la distribucién de las infecciones

e Conforme el tiempo de uso que adapten los paises para el uso de antimicrobianos,
sera la eficacia de los mismos

e Lo mas importante es el uso inapropiado de los antimicrobianos, puesto que, de
esto dependera el futuro y bienestar de las siguientes generaciones.

Bernardo Mazariegos y colaboradores, realizaron un estudio en donde utilizaron el
extracto acuoso de Justicia spicigera para la biosintesis de nano particulas de plata
(AgNP), a partir de ella se realizé un estudio antimicrobiano utilizando el método de
difusién en disco, se probaron 3 tipos de bacterias en las cuales obtuvieron los siguientes
resultados (100 mg de AgNP y extracto por cada mL): Bacillus cereus (inhibicion de
AgNP: 10.0 £ 0.2 mm; extracto acuoso: 5.3 £ 0.2), Klebsiella pneumoniae (inhibicion de
AgNP: 8.3 £ 0.6 mm; extracto acuoso: 6.0 + 0.5) y Enterobacter aerogenes (inhibicion de

AgNP: 7.1 £ 0.4 mm; extracto acuoso: 6.0 £ 0.3) (Bernardo, et al., 2019). Con los
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resultados anteriores, los autores confirmaron la actividad antibacteriana por parte de J.
spicigera, ademas, de proponer un método ecolégico para la biosintesis de

nanoparticulas de plata (Bernardo, et al., 2019).

México es un pais en donde, desde la antigiiedad, la medicina tradicional ha ocupado un
papel importante en el cuidado y preservacion de la salud, por lo que el uso de plantas
medicinales apoya y ofrece la posibilidad de descubrir moléculas con actividad
antimicrobiana. Se observd en otro estudio que el extracto etandlico de J. spicigera
presento inhibicion del crecimiento de Shigella flexneri, Salmonella typhhi, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, a concentraciones < 2.5 mg/mL.
Por otro lado, los autores observaron que la fraccion hexanica también presentd inhibicion
del crecimiento de las bacterias antes mencionadas, pero a una concentracion < 1.25
mg/mL (Vega-Avila, et. al., 2012).

2.3.8 Actividad antiprotozoaria
Los protozoos o protozoarios son microorganismos unicelulares que se encuentran
en la mayoria de los habitats, todos los animales superiores estan infectados con una o
mas especies de protozoos, estas infecciones pueden variar de asintomaticas hasta
potencialmente mortales. Los protozoos son microorganismos eucariotas, se consideran
un subreino del reino Protista, aunque, en el sistema clasico estan colocados en el reino
Animalia. Anton Van Leeuwenhoek fue el primero en visualizar estos microorganismos

utilizando microscopios con lentes que él mismo fabrico (Yaeguer, 1996).

La leishmaniasis es una enfermedad causada por un protozoo del género Leishmania,
que cuenta con mas de 20 especies diferentes, es transmitida por la picadura de la
hembra del mosco Lutzomyia, cuyo tamafio es de 2-3 mm, piloso y de apariencia fragil
conocida como papalotilla o jején. Se conocen mas de 90 especies de flebotominos
(mosquitos) transmisores de Leishmania (WHO, 2020). La OMS describe que esta

enfermedad se presenta en 3 formas:

e Leishmania visceral o kala azar: se caracteriza por episodios irregulares de fiebre,
pérdida de peso, anemia.
e Leishmania cutanea (LC): produce lesiones cutaneas, sobre todo ulcerosas las

cuales dejan cicatrices de por vida, este tipo de leishmaniasis es la mas frecuente
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e Leishmania mucocutanea: se distingue por la destruccion parcial o completa de

las membranas mucosas de la nariz, boca y garganta.

En un bioensayo para detectar actividad contra la Leishmania mexicana, Peraza y
colaboradores analizaron el extracto de metanol de J. spicigera para la inhibicion del
crecimiento de promastigotes de L. mexicana; en el cual, encontraron que esta planta

posee actividad inhibitoria contra la enfermedad (Peraza, et al., 2007).

La OMS describe que la Giardiasis es una infeccion que ocurre a causa de la ingesta de
quistes de Giardia intestinalis, también conocido como Giardia lamblia y Gardia
duodenalis, en agua o alimentos contaminados por las heces de humanos o animales.
Varias de las infecciones pueden ser asintomaticas, pero cuando se presentan los
sintomas, principalmente son de naturaleza intestinal, es decir, diarrea crénica (primero
se presenta acuosa, consecuentemente heces sueltas y grasosas), calambres

abdominales, hinchazén, fatiga y pérdida de peso.

El extracto metandlico de las partes aéreas de Justicia spicigera fue analizado para
verificar su actividad contra la giardiasis, los autores encontraron que al inocular el
extracto metandlico en cultivos con trofozoitos de G. lamblia este presentaba actividad
antiprotozoaria con una ICso de 117.41 pg/mL, a pesar de que no es una actividad baja
la consideraron para la sujecién a un fraccionamiento dirigido por bioensayo, ademas de
hacer mencién de que aun con este valor la planta es capaz de producir metabolitos

antiprotozoarios activos (Peraza, et al., 2005).

En otro estudio se analiz6 el extracto etandlico de Justicia spicigera a diferentes
concentraciones (de 41 ug — 250 pg) y una concentraciéon de 0.5% de etanol, para la
actividad contra trofozoitos de G. duodenalis. Encontraron que, el 98% de los trofozoitos
expuestos en los extractos de etanol pierden su tamafo y forma, tanto las membranas
nucleares como las celulares resultan dafiandas, observaron que varias estructuras
presentaban agujeros en el ndcleo y citoplasma, ademas de que los ribosomas fueron
desplazados y en otros casos daban lugar a un camulo ribosémico lo que indicé que el
extracto posee alguna sustancia que detiene la sintesis de los ribosomas o en dado caso,

la induccion de complejos polirribosomales. Los hallazgos experimentales fueron de gran
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relevancia, debido a que, sugiere la posible extraccion de compuestos de las hojas de J.

spicigera como antiprotozoarios (Ponce, et al., 2001).

2.4 Composicion quimica de Justicia spicigera

En el aflo de 1982, Euler y Alam aislaron por primera vez a la canferitrina (1) de
un ejemplar cultivado y colectado en Edimburgo, Texas. Realizaron una extraccion
exhaustiva con equipo Soxhlet y etanol como disolvente. Ocuparon 113 g de planta seca
y molida y obtuvieron 300 mg del compuesto 1, lo que significé un rendimiento del 2.6 %,
y permitia deducir por primera vez que este metabolito se encontraba en alta proporcion
en la planta. No fue sino hasta el afio de 1991, que Dominguez y colaboradores volvieron
a reinvestigar la planta la cual adquirieron en el mercado de Sonora de la CDMX, e
igualmente aislaron a la canferitrina (1) a partir de una maceracion con hexano-éter
isopropilico-metanol de 2.5 Kg de hojas y ramas secas de la planta. También, se aislé
alantoina (340 mg, 2), critpoxantina (375 mg, 3) y B-sitosterol (450 mg, 4) (Tabla 3).
Posteriormente, en el 2010 Gomez Verjan, reportd el aislamiento del 4cido vainillico (5)

a partir de un extracto metandlico.

Afios después en el 2018, Pérez y colaboradores aislaron un lignano con un
residuo arilfnaftalido llamado procumbendsido B (6), a partir de un extracto metandlico.
Este metabolito ya habia sido previamente reportado en J. procumbens (Weng, et al.,
2004). Perez y colaboradores (2018) describieron también el efecto de este metabolito
como inhibidor de mediadores proinflamatorios. Sobre este Udltimo compuesto, es
importante mencionar que los lignanos son muy comunes y abundantes en especies del
género Justicia como son: J. precumbens, una especie muy utilizada en la Medicina
Tradicional China para tratar la fiebre, el dolor y el cancer (Jin, et al., 2014), J. diffusa,
usada en la medicina ayurveda para tratar la depresion (Rajasekhar, et al., 2000) y J.
flava, la cual es usada en Africa para el dolor de dientes, nauseas, hemorroides y es muy

popular para tratar pacientes con VIH/SIDA (Corréa y Alcantara, 2012).
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Tabla 3. Metabolitos aislados de J. spicigera

Compuesto

Referencia

Euler, et al., 1982.
Dominguez, et al., 1991.

Alantoina (2)

Dominguez, et al., 1991.
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HO

Criptoxantina (3)

Dominguez, et al., 1991.

B-sitosterol (4)

Dominguez, et al., 1991.
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Acido Vainillico (5)

Gomez, J., 2010
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Pérez, et al., 2018
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3. Planteamiento del problema

Como es sabido, las propiedades farmacoldgicas (y toxicoldgicas) demostradas de
las plantas medicinales son debido a los metabolitos presentes en ellas. En
consecuencia, la determinacion de la composicion quimica de las plantas que se
consideren utiles, es uno de los requisitos fundamentales para llegar a establecer su
eficacia y seguridad. También, representa una tarea muy apremiante que ha permitido

sacar a la luz a compuestos que han llegado a ser Gtiles como farmacos.

Y es que las plantas medicinales no solo se limitan a ser uno de los recursos mas
importantes dentro de las practicas médicas tradicionales de comunidades indigenas o
rurales, donde algunas veces representan la Unica opcion de prevencién y curacién de
enfermedades, sino que también estan siendo revaloradas para obtener biomoléculas
gue pueden ser usadas en la fabricacion de medicamentos, ya sea como materias primas
0 como precursores. Este ultimo enfoque es muy necesario en estos momentos en que

la sociedad se enfrenta a nuevos retos en salud.

A este respecto, J. spicigera, conocida comunmente como muicle, es una especie
vegetal muy valorada en la medicina tradicional de México, por lo cual ha sido objeto de
numerosos ensayos farmacolégicos. Por ejemplo, recientemente se demostré su efecto
ansiolitico en un modelo murino (Garcia-Rios, et al., 2019). Los autores atribuyeron esta
actividad no solo a la canferitrina, que se considera uno de los principios activos de la
planta, sino a metabolitos adicionales que pudieran estar presentes, pero que
desafortunadamente no se han aislado. La actividad ansiolitica demostrada de J.
spicigera se suma a las mudultiples actividades farmacolégicas demostradas a nivel
preclinico de la planta. Sin embargo, a pesar del interés farmacolégico que ha suscitado
el muicle, no existe la misma cantidad de investigaciones cientificas encaminadas a dar

a conocer su compaosicion quimica, por lo que se considera que ha sido poco explorada.

Desde que se reporto el aislamiento de la canferitrina en un extracto etandlico en 1982
(Euler, et al., 1982) y posteriormente se confirmo su presencia en otros extractos en 1991
(Dominguez, et al., 1991), hasta la fecha unicamente se han aislado cinco metabolitos

adicionales. También, las antocianinas (o/y antocianidinas) han sido recurrentemente
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mencionadas como posibles metabolitos responsables de su capacidad tintérea, sin
embargo, cuando se analizan las referencias donde las mencionan, en ninguna se ha

demostrado su aislamiento o identificacién quimica con exactitud.
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4. Justificacion

En nuestro pais, las plantas medicinales juegan un papel muy relevante dentro de los
sistemas tradicionales de salud, principalmente en comunidades indigenas y rurales.
También, se han incorporado a practicas de autoatencion doméstica, donde representan
un recurso terapéutico de apoyo. Esto ha permitido que se establezcan esfuerzos
importantes encaminados a revalorar a las plantas medicinales como un recurso sanitario
que coadyuve en enfermedades cronicas y de alta prevalencia en México como son:
diabetes mellitus, hipertensién arterial, obesidad, entre otras, las cuales representan un
enorme reto para el sector salud tanto por los altos costos en su tratamiento, como por la
falta o carencia de medicamentos efectivos que ayuden a controlar los sintomas o curar
la enfermedad. Estos esfuerzos importantes se ven parcialmente reflejados con la
segunda edicion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM, 2013), asi como en la publicacion de la “Estrategia sobre medicina tradicional”

publicada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2013).

Dentro de la amplia diversidad de especies vegetales con valor etnomédico en México
encontramos a J. spicigera. Esta planta cuenta con numerosos estudios farmacoldgicos
que han permitido corroborar los multiples usos documentados hasta la fecha. Esto
permite considerarla como una especie de importancia farmacedtica, lo que es
determinante para ser estudiada a profundidad. Toda la evidencia cientifica relacionada
a las actividades biol6gicas de la planta sugiere que J. spicigera podria tener en su
composicién metabolitos adicionales que podrian ayudar a explicar los mecanismos de

accion por los cuales ejerce las actividades bioldgicas demostradas.

Por todo lo anterior, se requiere sumar esfuerzos encaminados a dar conocer la
composicién quimica de esta especie que ha sido utilizada para multiples propositos
desde la época prehispanica, y de esta manera seguir maravillandonos con todo lo que

ella nos puede ofrecer.
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5. Objetivos

5.10bjetivo general

Determinar la composicion quimica de la infusion obtenida de la droga cruda de
Justicia spicigera y generar los perfiles cromatograficos para los ensayos de identidad

quimica.

5.20bjetivos particulares

e Preparar una infusion a partir de las partes aéreas secas de Justicia spicigera.
Repetir este procedimiento para obtener suficiente cantidad.

e Aplicar la cromatografia tanto de exclusion como de adsorcion para realizar los
fraccionamientos quimicos necesarios.

e Aislar al menos un componente presente en la infusion.

¢ Realizar la elucidacion estructural del o los metabolitos aislados aplicando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

e Obtener los perfiles cromatograficos encaminados a establecer las pruebas de

identidad quimica.
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6. Procedimientos experimentales

6.1 Material vegetal
Las partes aéreas de la especie medicinal Justicia spicigera fueron colectadas por
la Dra. Araceli Pérez Vasquez en el municipio de San Pedro Jicayan, perteneciente al
distrito de Jamiltepec, estado de Oaxaca, en marzo de 2017. La identificacion de la
especie fue realizada por el Dr. Rafael Torres Colin. Un ejemplar de referencia se
deposité en el Herbario Nacional (MEXU) con el numero de voucher 1465410. El material
vegetal fue sometido a un proceso de desecacién y, posteriormente, fragmentado en un

molino Willey Modelo 4 con malla de 2 mm.

6.2 Procedimientos generales

6.2.1 Analisis cromatograficos
El andlisis cromatogréfico en capa delgada (CCD) se llevé a cabo mediante el uso
de placas de aluminio de diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice (60 F2sa
Merck KGaA, Alemania). El sistema de elucion utilizado fue una mezcla de AcOEt, MeOH
y H20 (17:2:1). La visualizacion de las placas se llevo a cabo mediante luz UV (A de onda
corta, 254 nm y A de onda larga, 365 nm). Posteriormente, se revelaron a través del uso
de agentes cromégenos los cuales fueron: sulfato cérico amoniacal y anisaldehido. Las

placas se calentaron a 120°C durante aproximadamente un minuto.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizé en columnas de vidrio de distintas
capacidades. Se utilizaron como fases estacionarias al Sephadex LH-20 (Pharmacia ®),
y al gel de silice. En el caso del sephadex LH-20, se utilizé como fase movil MeOH (100%)
o mezclas de MeOH/Acetona en diferentes proporciones. Para gel de silice se utilizaron

como fase movil mezclas de CHCIs/MeOH, en diferentes proporciones.

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se llevé a cabo en un
cromatografo de liguidos de marca Waters (Millipore Corporation, Waters
Chromatography Division Milford, MA, USA), el cual esta equipado con un detector de UV
con arreglo de fotodiodos (PDA). El control, andlisis y procesamiento de datos del equipo
se efectuaron a través del software Empower 2. Se utiliz6 una columna Symmetry® C8

(Waters Corporation, USA) de 3.9 mm de diametro interno x 15 mm de longitud, ademas
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de un tamafio de particula de 5 pm. Los disolventes utilizados para las muestras fueron
de grado HPLC.

6.2.2Determinacién de constantes espectroscopicas y espectrométricas

Los espectros de Infrarrojo fueron obtenidos en un espectrofotdmetro de FTIR/FIR
Spectrum 400 de Perkin-Elmer (Rango: 4000-400 cm™); los espectros de UV/vis fueron
obtenidos en un equipo Perkin Elmer, modelo lambda 200 (rango: 200-1100 nm). Los
espectros de Resonancia Magnética Nuclear proténica (RMN-1H) y de carbono- 13 (RMN-
13C) fueron registrados en un Espectrémetro de RMN de 9.4 T, Marca Varian, Modelo
VNMRS, el cual se operé a una frecuencia de 400 MHz para RMN-'H y de 100 MHz para
RMN-3C. Se utilizaron como disolvente Metanol-ds, DMSO-ds. Los desplazamientos
qguimicos (8) se expresan en ppm Yy se utilizé el programa MestreNova 12.0 para procesar
y analizar los espectros. Por lo que respecta al espectro de masas del compuesto 7, éste
se obtuvo en un Espectrometro de Masas de Alta Resolucion de lonizacion Quimica a
Presion Atmosférica (HR-APCI) marca Perkin Elmer, modelo DSA-AXION2 TOF, en la
modalidad positiva.

6.3 Preparacion de la Fraccion de AcOEt

La infusion de J. spicigera se preparé a partir de 5 gramos de material vegetal y
250 mL de agua destilada (previamente llevada a ebullicién, temperatura aprox. 75°C) y
se dejo macerar por 30 minutos. Posteriormente, se filtr6 utilizando papel filtro (Whatman
no. 1). Una vez que el filtrado alcanzo la temperatura ambiente se le agreg6 250 mL de
AcOEt, se sell6 con teflon y guardd en refrigeracién por 24 h, transcurrido el tiempo se
llevé a un proceso de reparto (250 mL x 3). Las fracciones organicas resultantes se
combinaron y secaron sobre Na2SO4 anhidro y, finalmente, se concentraron a vacio. Este
proceso se repitid hasta la obtencién de 1.5 g de la fraccién primaria de AcOEt (Figura
7).
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Hojas secas y molidas de
J. spicigera (160 q)

- Agregar agua
caliente (250 mL)
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[ |
Material vegetal .
filtrado Infusion

- Dejar enfriar
- Agregar AcOEt
- Extraer (250 mL x 3)
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- Secar sobre Naz2504
Fraccion de - Concentrar a vacio

AcOEt (2.1 g)

CCA con fase
estacionaria
Sephadex LH-20

CCA con fase
estacionaria Gel
de silice

Figura 7. Diagrama general para la preparacion de la fraccion de AcOEt

6.4 Aislamiento de la canferitrina (1)

Se realizé un fraccionamiento secundario de una parte de la fraccion de AcOEt
(500 mg) por medio de cromatografia en columna abierta sobre Sephadex LH-20 y como
disolvente se utiliz6 metanol. Este proceso generd un total de 77 fracciones las cuales
fueron analizadas mediante CCD vy reunidas de acuerdo a su similitud cromatogréafica
dando como resultado un total de 15 fracciones; en la Figura 8 se muestra el

fraccionamiento de la especie vegetal J. spicigera.
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Figura 8. Diagrama del Fraccionamiento secundario de la fraccién de AcOEt por columna con Sephadex LH-20

6.5 Aislamiento de la Mohuitlinona (7)

La fraccion de AcOEt (517.7 mg) se someti6 a un fraccionamiento por
cromatografia en columna abierta usando como fase estacionaria gel de silice
desactivada al 10% (p/v H20dd) y como eluyentes CHCIs—MeOH (100:0 - 80:20). Dicho
procedimiento dio como resultado un total de 60 fracciones las cuales fueron analizadas
por CCD y reunidas conforme a su similitud cromatografica, para asi obtener un total de
11 fracciones; en la Figura 9, se ilustra un diagrama con el proceso del fraccionamiento

secundario.
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Figura 9. Diagrama del Fraccionamiento secundario de la fraccion de AcOEt por columna abierta con

Gel de silice como fase estacionaria

37



7. Resultados y Discusién

La especie Justica spicigera fue seleccionada como objeto de esta investigacion
debido a sus amplios usos documentados en la medicina tradicional de México.
Asimismo, diferentes extractos obtenidos de sus partes aéreas (considerada la droga
cruda) han sido motivo de numerosos estudios farmacolégicos a nivel preclinico, con los
cuales se ha podido demostrar sus efectos antidiabéticos, antihipertensivos,
antimicrobianos y ansioliticos. También, se han realizado ensayos para conocer su
actividad antinociceptiva y antiinflamatoria (vide antecedentes). Todas estas actividades
farmacolégicas demostradas estdn en armonia con algunos de los usos etnomédicos
reportados y permiten confirmar su importancia como planta medicinal. Sin embargo, su
contenido metabdlico no ha sido ampliamente explorado y hasta la fecha sélo han sido
reportados seis metabolitos los cuales han sido aislados principalmente de extractos
organicos como son: hexanicos, metandlicos, etanolicos y cloroférmicos. En este sentido,
este proyecto estuvo enfocado a determinar la composicion quimica de la infusion
acuosa, la cual se eligio6 como extracto de estudio debido a que es el preparado tradicional
mas utilizado para la planta en estudio (Vease, antecedentes). Con la finalidad de resolver
la composicion quimica de la infusion y partiendo de una forma de aproximacién menos
compleja, ésta se sometioé a una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (AcOEY),
considerado un disolvente de mediana polaridad. Una parte de la fracciébn concentrada y
seca de acetato de etilo fue sometida a una cromatografia en columna por exclusion
utilizando como fase estacionaria sephadex LH-20 y otra fue sometida a una
cromatografia de adsorcion utilizando gel de silice. Estos fraccionamientos permitieron el
aislamiento de dos metabolitos, uno de los cuales corresponde a la canferitrina (1),
previamente reportada en la especie en estudio, y el otro a una fluorenona, que es un
compuesto con una estructura de tipo difenilcetona. Las evidencias presentadas sobre
su elucidacion estructural permiten determinar que corresponde a una entidad quimica
nueva a la cual se le dio el nombre de mohuitlinona (7), esto haciendo referencia al muicle
y a su nombre en nahualt. Adicional al aislamiento de estos dos metabolitos, la infusién
y la fraccion de acetato de etilo se analizaron mediante RMN 'H, HPLC y CCD con la
finalidad de identificar preliminarmente, los principales metabolitos presentes en la

infusion.
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Se presentan a continuacion el analisis de los resultados de la elucidacion estructural

de estos compuestos (Tabla 4).

Tabla 4. Metabolitos aislados de la infusion de J. spicigera (muitle)

Compuesto

Aislamiento

[;:,"""CHC}

H<5$ OH
3,7-O-bis-a-L-ramnopirandsido de Canferol
Nombre comun: Canferitrina (1)

Formula molecular: C27H30014

Columna de Sephadex LH-20 (12 mg)

2,3,7-trihidroxi-6-metoxi-9-fluorenona
Nombre comdn: mohuitlinona (7)

Férmula molecular: C14H100s

Columna del gel de silice (11 mg)

Columna de Sephadex LH-20 (1.5 mg)
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7.1 Elucidacién estructural de la canferitrina (1)

La elucidacion estructural de este compuesto se realizd analizando los espectros de
RMN, IR y EM, asi como por comparacion de los datos descritos en la literatura (Euler y
Alam, 1982; Nakano et al., 1983). La canferitrina se aisl6 como un sélido blanco, soluble
en mezclas de metanol-agua y acetonitrilo-agua y poco soluble en metanol. Se masa
molecular a dos digitos, obtenida experimentalmente por ESI-EM en modo negativo fue:
[M —H] m/z 577.28 (Figura 10). A partir de este valor de masa se estableci6 la formula:

[C27H20014]” (masa exacta calculada: [M — H] calc. m/z 577.1557).

RM_JE3_0.1mgmL
20200227_2 871 (2.903) Cn (Top,4, Ht); Sm (Mn, 2x0.75); Sb (1,40.00 ); Cm (851:874) 2: Scan ES-
100_| 577.28 5.72e6

64521 7
19094 220,07 232,93 292.58 325.11.335.00 43186, 4449345258 P92 STAAl|e133262342 ST G788 T3

150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725

miz

Figura 10. Espectro de masas por Electrospray (ESI-EM), modo negativo de la canferitrina (1)

El espectro de IR present6 las siguientes bandas de absorcién: se observa una
banda ancha e intensa en v 3304 cm™ que corresponde a los grupos hidroxilos (OH), otra
banda intensa en v 1650 cm para grupo carbonilo (C=0), caracteristica de una y-pirona,
asi como bandas en v 2982, 2937 y 1599 cm que confirman el caracter aromatico de la
molécula (Ver anexo, Figura 26-29). El espectro de absorcion UV/visible muestra dos

bandas caracteristicas de flavonoides: A 264 nm y 314 nm (Figura 23).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) mono y bidimensionales
permiten determinar que se trata de un flavonoide diglicosilado. El andlisis se presenta a

continuacion: El espectro de RMN 'H (400 MHz, Metanol-d4) presenta cuatro sefiales en
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la region de los aromaticos: 6 7.78 ppm (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 2H), 6.92 ppm (d, J = 8.7 Hz,
2H), 6.71 ppm (d, J = 2.2, 1H) y 6.45 ppm (d, J = 2.0, 0.8 Hz, 1H) que corresponden a la
aglicona (flavonol) y que integran en total para 6 protones. Las constantes de
acoplamiento permiten confirmar el patron de sustitucion en los dos anillos, tanto en el
anillo A que corresponden a una sustitucion en meta (J = 1.5 Hz) donde los protones
forman un sistema AX, como del anillo C, que estan en posicion orto (J = 8.7 Hz) y que
corresponden a un sistema AA'BB'. Por otra parte, se observan dos sefales asignables
a los protones anoméricos que corresponden a los residuos de ramnosa: una en & 5.55
ppm y otra en & 5.38 ppm. Los valores de sus constantes de acoplamiento (J = 1.8 Hz)
indican que los protones anoméricos se encuentran en posicién axial que corresponde al
anomero a (alpha). En la regién 6 3.32-3.87 ppm se localizan las sefiales asignables a
los protones de los dos residuos de ramnosa. De acuerdo a las correlaciones detectadas
en el espectro COSY H-H se pudieron asignar los protones que corresponden a la
ramnosa en la posicion C-3 asi como a la ramnosa en la posicion C-7. Finalmente, a
campo alto encontramos dos sefales en & 1.25 y 0.92 ppm, cada una de las cuales
integra para tres protones y se acoplan con un proton vecinal (J = 6.0 ppm), y que de
acuerdo al analisis en el HMBC permite determinar que se tratan de los metilos en la
posicion C-5 de cada uno de los residuos de ramnosa. En el espectro de RMN 13C (100
MHz, Metanol-ds), se detectaron 25 sefiales (Tabla 5, Figura 12) dos de las cuales son
equivalentes y corresponden a C-2'y C-6'en 6 130.5 ppmy C-3'y C-5'en 6 115.4 ppm,
asi como tres carbonos aroméaticos oxigenados en 8 161.4 (C-5), 162.3 (C-7), y 160.5
ppm (C-4"); todas estas sefiales pertenecen al residuo flavan-3-ol. El valor del carbono
carbonilico del sistema y-pirona se encuentra en 6 179.7 ppm. Por todo este analisis, la
aglicona fue identificada como canferol (kaempferol). Los carbonos pertenecientes a los
residuos de azucar se encuentran en & 70-73 ppm. Finalmente los carbonos anoméricos
estan en 6 99.8 (C-1") y 103.5 ppm (C-1"). Las correlaciones observadas en el HMBC
(H—C) confirman la posicion de los residuos de ramnosa y por lo tanto permiten
determinar, finalmente, que la molécula se trata del 3,7-O-bis-a-L-ramnopirandsido del

canferol, conocido cominmente como canferitrina (Kaempferitrin).
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Tabla 5. Datos de RMN H (400 MHz, Metanol-d4) y **C (100 MHz, Methanol-d4) de 1

C 8¢ 8u (J en Hz)

2 158.4 -

3 135.2 -

4 179.7 -

4a 106.1 -

5 161.4 -

6 99.3 6.45 (d, 2.0)

7 162.7 -

8 94.3 6.71 (d, 2.1)

8a 156.7 -

1 120.8 -

2' 130.5 6.92 (d, 8.7)

3 115.4 7.78 (d, 8.4, 1.5)
4 160.49 -

5' 1154 7.78 (d, 8.4, 1.5)
6 130.5 6.92 (d, 8.7)

1" 99.8 5.55 (d, 1.8)

o 717 4.01 (dd, 3.5, 1.7)
3" 72.0 3.82 (dd, 9.4, 3.5)
4" 736 3.47 (dd, 9.5, 9.5)
5" 713 3.59 (dg, 9.5, 6.1)
6" 18.1 1.25 (d, 6.1)

1 103.5 5.38 (d, 1.7)

2" 71.9 4.21 (dd, 3.4, 1.7)
3™ 72.1 3.71(dd, 9.0. 3.3)
4" 73.2 3.35-3.32 (m)

5 72.1 3.35-3.32 (m)

6" 17.7 0.92 (5.8)
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Como se menciond en los antecedentes, este metabolito ya habia sido descrito en
Justicia spicigera. Euler y Adams en 1982 lo aislaron a partir de una extraccion exhaustiva

(con equipo soxhlet) y usando etanol como disolvente.

Podemos mencionar de manera adicional que la canferitrina se describié por
primera vez de la especie vegetal Indigofera arrecta (Fam: Fabaceae) (Perkin, 1907), que
es una planta originaria de Sudéfrica la cual, al igual que Indigofera tinctorea nativa de la
India, e Indigofera suffruticosa (afiil) nativa de México, son plantas consideradas
tintéreas. La canferitrina recibié otro nombre, lespedina, que fue nhombrada asi en 1940
por Hattori y Hasegawa, quienes la aislaron de la especie vegetal Lespedeza cyrtobotrya
(Fam: Fabaceae). Algunos afios después Hattori determiné que la canferitrina y la

lespedina se trataban del mismo compuesto (Hattori, 1951).

En el 2020, Real Sandoval y colaboradores describieron la extraccion de la
canferitrina mediante una extraccién con EtOH al 80% en una relacién 1:100 m/v (0.1g
en 10mL) de J. spicigera, encontrando que el contenido por gramo de hoja seca
correspondia a 1.67 mg de canferitrina. Ademas, los autores realizaron un experimento
con ratas wistar, con dieta alta en grasas (administradas por 8 semanas) y observaron
gue a una dosis de 250 ug/kg de canferitrina disminuia en un 16.8% los niveles en la
acumulacion de grasas y que también en la ganancia de peso se visualizaba una
reduccion del 9.64%, esto en comparacién con el grupo que se le administré una dieta
alta en grasas. También, se analiz6 al metabolito sobre la expresiébn de genes
inflamatorios hepaticos, concluyendo que este flavonoide generé un efecto protector
frente a una respuesta pro-inflamatoria al modular los genes: Tnf-a, TIr4, NIrp3, Caspasa-
1, 1I-18 y 1l-1B8, Ppar-y, Ppar-a, Srebp-1c y Ucp2, los cuales son clave en los procesos
inflamatorios hepéticos. Los autores sugirieron que la canferitrina podria ser un candidato
potencial para el tratamiento de enfermedades que pasan por procesos inflamatorios,

como por ejemplo, la obesidad (Real-Sandoval, et al.,2020).

Gonzalez-Trijano y colaboradores realizaron la evaluacion del extracto acuoso de
J. spicigera y de la la canferitrina. Observaron que en la prueba de convulsiones
inducidas por pentilenetetrazol (PTZ), a una dosis de 1000 mg/kg J. spicigera redujo la

gravedad de las convulsiones, es decir retraso la aparicion de convulsiones y redujo la
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frecuencia de convulsiones tonicas, mientras que la canferitrina a una dosis de 1 pg/ yL
administrada por via intracerebroventricular (icv) demostr6 una disminucion en la
frecuencia y amplitud de los picos de la actividad electrografica en ratas. Ademas,
estimaron que la DLso en ratones corresponde a >2000 mg/kg. Con estos resultados los
autores evidenciaron el potencial de J. spicigera como posible anticonvulsivo (Gonzéalez-
Trujano, et al., 2017).

7.2 Elucidacién estructural de la Mohuitlinona (7)

Este compuesto fue aislado como un sélido amorfo rojo, soluble en acetonitrilo,
metanol, acetona, cloroformo, diclorometano, insoluble en agua. Su férmula molecular
corresponde a Ci4H100s la cual fue inferida a partir de los resultados del andlisis del
espectro (Figura 14) obtenido por HR-APCI (APCI: ionizacion quimica a presion
atmosférica) modo positivo, donde se obtuvo una masa molecular experimental de: [M +
H]* m/z 259.0744 (masa exacta calculada para [C14H1105]": [M + H]* m/z 259.0606). El
indice de instauracién de la molécula es de 10. Es importante mencionar que la diferencia
expresada como error en la masa (Appm) Obtenida a partir del célculo de la masa
experimental (259.0744) y la masa exacta calculada (259.0601) es mayor a 10 ppm, lo
gue podria sugerir un error en la obtencion del valor de masa y por lo tanto deberian

realizarse experimentos adicionales en otras formas de ionizacion.

El espectro de infrarrojo (IR) presenta una banda ancha e intensa en v 3329 cm**
que corresponde a los grupos OH de la molécula, asi como dos bandas en v 2578 y 2899
cm? y otra en v 1565 cm™ que corresponden a la presencia de grupos aromaticos. Con
respecto al grupo carbonilo, probablemente la banda de absorcién de baja intensidad en
v 1630 cm™ tenga relacion con la cetona conjugada. Al respecto, se han generado
diferentes propuestas para explicar el comportamiento en el IR de las fluorenonas y se
ha llegado a plantear que tanto los cambios en las fuerzas intermoleculares, como la
geometria (que es plana) alrededor del grupo carbonilo inducen la transferencia de
electrones, desde los anillos de benceno y sus sustituyentes, al enlace C=0, lo que podria
dar como resultado vibraciones de estiramiento similares a las del anillo de benceno

(Tanaka et al., 2003; Heldt et al., 2001), de tal forma que en algunas fluorenonas el valor
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de estiramiento relacionado a la cetona conjugada en el IR puede estar muy débil o
desaparece. Por ultimo, es importante mencionar que la absorcion en el IR de los grupos
C=0 de las fluorenonas es altamente dependiente de la polaridad del disolvente utilizado
para adquirir el espectro de IR, asi como de la temperatura. En el caso del espectro de
IR obtenido para el compuesto 7, se utilizo la técnica de reflectancia total atenuada (ATR)
lo que permite obtener los espectros sin tener que preparar muestras (utilizando alguna
sal, como KBr) ni usar diluciones (algun disolvente). Otro aspecto particular relacionado
con la estructura plana y conjugacion extendida del compuesto 7 se ve reflejada en su
espectro de UV/Vis. La mayoria de las fluorenonas presentan espectros con una banda
de absorcion caracteristica (banda Il) entre A ~ 440-490 nm (Talapatra, et al., 1985). En

el caso del compuesto 1, esta se ubica en Amax 489 nm.

El espectro de RMN H (400 MHz, Metanol-ds4) presenta solo cinco sefiales, cuatro
en la regidn aromatica que integran cada una para un proton: & 7.09 (s, 1H), 6.84 (s, 1H),
6.46 (s, 1H) y 6.45 ppm (s, 1H), y dado que no presentan multiplicidad se considera que
estan acoplados en posicion para entre ellos. Finalmente, se observa una sefial a campo
alto que integra para tres protones d 3.92 ppm (s, 3H) y que se corresponde a un grupo
OCHs; esta sefial se presenta como uno de los sustituyentes en uno de los anillos
aromaticos, lo cual pudo ser confirmado por la correlacion a larga distancia observada en
el HMBC. En el espectro de RMN 13C (100 MHz, Metanol-ds) se detectaron 14 sefales:
una sefal para grupo carbonilo en 180.7 (C-9), otras cinco mas, que de acuerdo al
analisis del HSQC, se relacionan a los protones detectados: 6 99.5 (C-1), 101.6 (C-8),
102.3 (C-4) y 107.44 ppm (C-5). También se observan cuatro carbonos cuaternarios
aromaticos base de oxigeno: 6 151.0 (C-7), 149.0 (C-2), 147.8 (C-6) y 145.2 (C-3), tres
de ellos se consideran que tiene sustituyentes de tipo OH y uno mas un OCHs, de tal
forma que uno de los anillos tiene dos OH en posiciéon orto y el otro anillo un OCH3 y un
OH, también en posicion orto. Las ultimas cuatro sefiales restantes corresponden a
carbonos cuaternarios que son los que unen al sistema triciclo fusionado: 143.87 (C-9a),
140.7 (C-8a), 130.8 (C-4a), 129.3 (C-4b). Por todo lo anteriormente expuesto, se propone
gue la estructura puede corresponder a la 2,3,7-trihidroxi-6-metoxi-9-fluorenona, la cual
se le dio el nombre de mihuitlinona. Este nombre fue asignado haciendo honor a la cual

se le dio el nombre de la especie en nahualt: mouhitli.
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Tabla 6. Datos de RMN H (400 MHz, Metanol-d4) y *3C (100 MHz, Methanol-d,) de 7

C 3¢ 3u (J en Hz)
1 100.7 6.46 ()
2 146.3 -
3 151.0 -
4 103m.6 6.33 (s)
4a 130.8 -
4b 129.3 -
5 108.9 7.0 (s)
6 149.0 -
7 153.4 -
8 102.9 6.84 (s)
8a 140.7 -
9 180.7 -
9a 143.9 -
OCH; 56.7 3.92 ()

Figura 13. Algunas correlaciones detectadas a larga distancia en el espectro HMBC (H—C) del

compuesto 7.
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Figura 14. Espectro de masas (HR-APCI modo positivo) del compuesto 7
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Figura 15. Espectro de UV/vis (disolvente: MeOH) del compuesto 7



126293

s

105331

332920

oo
T T T T T T T T T T T T 1
A0D 0 3600 300 2800 2400 20000 1800 1600 1400 1200 1000 B0 &0D 400.0
eme1

Figura 16. Espectro de IR (FTIR-ATR) del compuesto 7.
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Figura 17. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CH3z0H-d.) del compuesto 7
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Figura 18. Espectro de RMN 2C (100 MHz, Metanol-d4) del compuesto 7
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Figura 19. Espectro HMBC (H—C) del compuesto 7.
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Figura 20. Espectro NOESY (H—H, espacial) del compuesto 7.

Las fluorenonas de origen natural no son muy abundantes y se restringen solo a

unas pocas especies del reino vegetal y al reino monera. Algunos ejemplos en vegetales

se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7. Ejemplo de fluorenonas de origen natural.

Especie Familia Compuesto Referencia
eo OH HO NMe,
Caulophyllum | Berberidaceae 0.0 Wang, et al., 2009
robustum e ’ v
o
Caulophina
prmea ormeo Talapatra, et al.,
Dendrobium Orchidaceae 1985
gibsonii O.O " °“
Dengibsina Dengibsinina
ﬁ)k Niu, et al., 2013
Arundina Orchidaceae AN
gramnifolia
OH
HO 8
Gramnifenol H
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Existe actualmente en el mercado un farmaco con un grupo estructural de tipo
fluorenona llamado tirolona (7-Bis[2-(diethylamino)ethoxy]-9H-fluoren-9-one) (Figura 21)
el cual es utilizado para tratar diferentes signos y sintomas producidas por infecciones
virales como son: el sindrome respiratorio de Oriente Medio, el chikungunya, el ébola, el
Marburg. Este medicamento fue desarrollado por la farmacéutica Merrell Dow, que paso
a ser parte de Sanofi. Se comercializa con los nombres de Amixin® o Lavomax®

exclusivamente en Rusia y algunos pocos paises de Europa del Este como Ucrania

(Ekins, et al., 2020).
P
VsVl
o (o) \\

Figura 21. Farmaco Tirolona (7-Bis[2-(diethylamino)ethoxy]-9H-fluoren-9-one).

Sobre su mecanismo de accion como antiviral este se debe a que actia como
inmunomodulador, es decir, regula la respuesta inmunitaria incrementando el nivel de
interferones, que son células que regulan el sistema inmunitario. Este farmaco es
altamente permeable, soluble en agua y puede atravesar la barrera hematoencefalica, lo
gue sugiere que podria ingresar a los sitios del cuerpo donde los virus podrian alojarse
(Ekins, et al., 2020). Cabe agregar que el interferon (INF) es una familia de proteinas con
actividad antiviral secretadas en respuesta a diferentes estimulos. Estdn conformadas
por aproximadamente 150 aminoacidos, y son muy activas a bajas concentraciones, y
estan intimamente relacionadas con el envio de sefiales en el proceso de comunicacion
intercelular de distintas células, particularmente encargadas de la respuesta inmune
(Ramos-Bello, et al., 2008). Los autores observaron que la eficacia antiviral de la tirolona
en ensayos in vitro utilizando lineas celulares deficientes en INF, sugeria que el farmaco
podia activar vias especificas del sistema inmunitario innato que suprimen la replicacion
viral, una de ellas podria ser la via de sefalizacion RLR (Receptores de Reconocimiento
de Patrones, por sus siglas en inglés), el cual es capaz de reconocer el ARN viral
intracelular e inducir una respuesta celular que conduce a la induccion de INF, es decir
ayuda a aumentar la concentracion de INF y con ello la detencion de la replicacion viral.

Ekins y colaboradores (2020) mencionan que este mecanismo aln no esta aprobado,
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pero existen varios datos que apoyan su hipotesis: la activacion de las vias de
sefalizacion de RLR que conduce a la produccién de INF’s (Ekins, et al., 2020).

7.3 Analisis cromatografico y por RMN 'H de la Fraccion de AcOEt y de la infusién

Con la finalidad de analizar la composicion de la infusion y de la fraccion de AcOEt, se

obtuvieron los espectros de RMN H, los resultados se presentan a continuacion.

Se puede observar que la fraccién de acetato de etilo es rica en compuestos
relacionados a la canferitrina, es decir, compuestos que contienen nucleo de canferol
(Figura 22). También, se observan unas sefiales que podrian ser consideradas
diagnosticas de los residuos de azucar y son los metilos entre 6 0.7-1.2 ppm, que pueden
corresponder a los residuos de ramnosa. También, se detectan varios protones en la
regiéon 6 4.0-5.5 ppm que pueden corresponder a los protones anoméricos y/o a los
metinos base de oxigeno de los residuos de azlcar.

Asi mismo, en la infusion se pudieron detectar las sefales correspondientes a
protones aromaticos, sin embargo, se observa una menor proporcion de los metilos de

ramnosa (Figura 23).
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Figura 22. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de la fraccion de acetato de etilo (5 mg/0.7 mL)
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Figura 23. Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-de) de la infusion seca (extracto acuoso seco; 5 mg/0.7 mL)
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De manera adicional la fraccion de acetato de etilo se analizdé por cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (CLAE) y se pudo confirmar que uno de los metabolitos
mayoritarios en esta fraccion es la canferitrina (1). Se observan también otros metabolitos
gue presentan el mismo perfil de UV que la canferitrina, lo cual esta en armonia con los

resultados obtenidos por RMN H (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma por CLAE-PDA de la fraccion de AcOEt obtenida de la infusion de J. spicigera. 7: canferitrina;
DK: analogo de canferitrina;. Ver condiciones en Parte Experimental. A =275 nm.

7.4 Analisis por cromatografia en capa delgada

La fraccion de AcOEt y la infusidén también fueron analizadas por cromatografia en
capa delgada. Se compararon con los compuestos obtenidos (1 y 7). Los resultados
obtenidos se pueden ver en la figura 25a y 25b. Por lo que respecta a la figura 25a, la
cromatoplaca se visualizé bajo la lampara UV, y se identificaron los compuestos aislados:
B: Mohuitlinona y D: canferitrina (encerrados en rojo); en la Figura 25b la cromatoplaca
fue revelada con anisaldehido identificando en A a la canferitrina (tono amarillo), y en B

a la fluorenona nombrada mohuitlinona (coloracion morado con tonos azules).
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a) b)

Figura 25. Cromatograma po CCD de la fraccion de AcOEt y compuestos aislados de J. spicigera. a) Visualizacion con
lampara UV(254 nm), A: Fracc. de AcOEt, B: Mohuitlinona, C: Infusién y D: canferitrina. Mezcla de elucion
AcOEt:MeOH:Hz0 (8.5:1.0:0.5). b) Agente revelador anisaldehido, identificacion de A: Canferitrina y B: Mohuitlinona.

Con estos resultados podemos inferir que la canferitrina es uno de los metabolitos
principales en la infusion, pero también hay otros compuestos de tipo flavonoide
derivados de canferitrina. Adicional, el aislamiento de la fluorenona es un hallazgo
importante tanto desde el punto de vista quimico como farmacoldgico. Las fluorenonas
presentan hasta el dia de hoy restriccion taxondmica, ya que solo han sido aislados
principalmente, en especies de orquideas, por lo cual, su aislamiento permite contribuir

de manera importante, a la composicién quimica de Justicia spicigera.
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8. Conclusiones

Se lograron aislar dos metabolitos de la infusion de J. spicigera. Uno de ellos
corresponde a la canferitrina (1), la cual ha sido previamente reportada para la especie,

pero es la primera vez que se reporta como metabolito en la infusién.

Se logré aislar un derivado de fluorenona (7), que resulté ser un compuesto nuevo

ya que hasta la fecha no ha sido descrita en la literatura.

Se determind de manera preliminar por RMN-1H, CLAE y CCD que la canferitrina

(1) es uno de los metabolitos mayoritarios presentes en la infusion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, este trabajo es una contribucion adicional al
estudio quimico de J. spicigera, que aporta informacion relevante sobre su composicion

metabdlica.
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9.Perspectivas

Aislar los metabolitos adicionales presentes en la infusion los cuales, a partir del
andlisis de los resultados presentados en este trabajo, podrian corresponder a
derivados de canferitrina.

Con respecto a la mohuitlinona, al ser un compuesto nuevo y de naturaleza
restringida, se propone llevar a cabo su sintesis quimica tanto para corroborar su
estructura, como para realizar diferentes evaluaciones bioldgicas. Adicional, se podra

confirmar su masa exacta.

A partir de un método analitico validado con la infusibn y sus metabolitos
presentes, se propone realizar los experimentos pertinentes para determinar la
composicién quimica de cada uno de los extractos que se encuentran descritos en la

literatura y que han sido ensayados farmacologicamente.

Dar a conocer los resultados en una publicacion cientifica.
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11. Anexos
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Figura 28. Espectro HMBC (400 MHz, CH3;0H-d.) de la canferitrina (1)
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