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. RESUMEN

Calea ternifolia Kunth es una planta herbacea perteneciente a la familia Asteraceae.
Se distribuye desde el norte de México hasta Panama. En la republica mexicana se
encuentra en estados como Aguascalientes, Tamaulipas, Durango, Veracruz, San
Luis Potosi, Querétaro, Jalisco, Puebla y Guerrero. En varios de estos estados es
conocida como Zacatechichi, planta amargosa, planta de los suefios y menos
frecuente recibe nombres como prodigiosa, simonillo o falso simonillo. Se emplea
en medicina tradicional contra padecimientos que van desde dolor de estomago
hasta enfermedades cronico degenerativas, por ejemplo se emplea como
antipirético, antiinflamatorio, neurofarmacoldgico, anticancerigeno y antidiabético.
Entre sus compuestos bioactivos se han identificado lactonas sesquiterpénicas,
benzofuranos, alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroles, taninos,
quinonas, derivados de timol, acetofenonas, fenoles y entre otros compuestos.
Diversos estudios han demostrado que los extractos metandlico acuosos de
distintas estucturas de Zacatechichi presentan actividad antioxidante y actividad
neurofarmacolégica. Considerando lo mencionado el objetivo de este trabajo fue
evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico-acuoso de hoja y tallo de
Calea ternifolia Kunth asi como identificar los metabolitos secundarios mediante
meétodos colorimétricos especificos para cada familia de metabolitos. Se evalud la
actividad antioxidante mediante la prueba de decoloracion del radical DPPH"y la
prueba de neutralizacidén del radical superéxido Oz2"~. En ambos extractos se observé
la presencia de triterpenos, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas, compuestos
fendlicos, saponinas, flavonoides, alcaloides y taninos. Los resultados sefialan que
los extractos hidroalcéholicos presentan actividad antioxidante. El extracto de flor
demostrd el mayor potencial reductor, el cual se atribuye a mayor concentracion de
triterpenos (1.665 mg/mL). Los extractos de hoja y tallo presentaron menor potencial
reductor en contraste con el extracto de flor, sin embargo en estas estructuras se
concentran sesquiterpenlactonas de tipo germacrandlido las cuales son

responsables de sus propiedades cognodislépticas.

1 ——
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II. INTRODUCCION

El oxigeno es el principal elemento quimico que utilizan los organismos aerdbicos
para obtener energia a partir de nutrientes almacenados en el alimento que
consumen, dicha energia se obtiene en forma de adenosin trifosfato o ATP a través
del proceso de oxidacién (Campbell, 2000 citado por Corrales y Mufioz, 2012).
Aunque este elemento es indispensable para la vida aerobia, puede ser perjudicial
ya que a partir de este se producen iones nocivos conocidos como radicales libres,
los cuales son atomos de oxigeno que presentan al menos un electron desapareado
en su ultimo orbital. Estos radicales se producen de forma natural a partir de
procesos metabdlicos, sin embargo, debido a su alta reactividad representan un
riesgo para la salud dada su capacidad de alterar la estructura molecular de las
células afectando su correcto funcionamiento y provocando una cascada de efectos
negativos, fendmeno denominado estrés oxidativo. Estos atomos reactivos no solo
se generan a partir de los procesos metabdlicos sino que también son producto de
una exposicion prolongada a agentes externos como radiaciones ionizantes (luz
ultravioleta de alta energia, rayos X, y radiacion gamma), polucion ambiental, humo
de productos de tabaco y entre otros (Elejalde, 2001). Los radicales libres producen
especies reactivas de oxigeno, conocidos como ROS, algunas de estas ROS son el
anion superoxido Oz, el peroxido de hidrégeno (H.O.), el radical hidroxilo (OH-)
(Reuter, 2001). A nivel celular, los compuestos lipidicos y las proteinas son el
principal objetivo en el ataque oxidativo y una vez que se produce este ataque se
modifica su estructura molecular, lo que aumenta el riesgo de mutaciones en el ADN
y desarrollar distintos tipos de cancer, asi como otras enfermedades degenerativas.
Por otro lado, en la naturaleza existe una amplia variedad de agentes con caracter
reductor, comunmente llamado potencial antioxidante; estos agentes tienen la
capacidad de oponerse a la accidon reactiva del oxigeno y de sus especies
oxidantes. En el cuerpo humano existen diversas enzimas capaces de neutralizar
radicales libres generados en los procesos redox celulares, por ejemplo, la catalasa

de los peroxisomas encargada de reducir al peréxido de hidrogeno, la glutation

1 ——
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peroxidasa encargada de reducir al radical hidroxilo y la superoxido dismutasa que
reduce al anion superoxido. También, existen compuestos antioxidantes no
enzimaticos de origen vegetal entre los que se encuentran metabolitos secundarios.
Todos estos compuestos enzimaticos y no enzimaticos contribuyen en la captacion
y neutralizacion de las ROS (Korkina y Kostyuk, 2012). En este trabajo se evaluo el
contenido de metabolitos secundarios y la capacidad antirradicalaria mediante el
ensayo de decoloracion del radical DPPH- y la prueba de neutralizacién del radical

superoxido O

lll. MARCO TEORICO

3.1 Metabolitos Secundarios

Las plantas producen gran variedad de metabolitos secundarios como medio de
defensa al ataque de insectos, microorganismos y como forma de adaptacion a
ambientes adversos como luz, temperatura, humedad, radiacion solar, sequia, etc

(Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011).

Se entiende por “compuestos bioactivos” a la capacidad que tienen los metabolitos
secundarios de provocar efectos farmacologicos y toxicologicos tanto en humanos

como en animales (Durmic y Blache, 2012).

Los metabolitos secundarios se clasifican en cuatro grandes grupos de la siguiente

manera, dependiendo de sus rutas biosintéticas:

1. Terpenos: Los terpenos, o terpenoides, se trata del grupo mas amplio de
metabolitos secundarios con mas de 40,000 moléculas distintas. Generalmente son
insolubles en agua y provienen de la unién de unidades de isopreno (5 atomos de

Carbono).

2. Compuestos Fendlicos: Las plantas producen gran cantidad de metabolitos

secundarios que poseen un grupo fenol; estas sustancias se conocen como

1 ——
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compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y provienen del fenol (un
anillo aromatico con un grupo hidroxilo) como cumarinas, flavonoides, lignina,

taninos, entre otros.

3. Glicésidos: Se denomina “glicésido” al enlace de tipo glicosidico formado cuando
una molécula de azucar se condensa con otra molécula con un grupo hidroxilo.
En este grupo existen cuatro subgrupos de particular interés como: saponinas,

glicésidos cardiotonicos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos.

4. Alcaloides: Se trata de una familia constituida por aproximadamente 15,000
metabolitos secundarios, caracterizados por tener al menos un atomo de
nitrdgeno en su molécula, ademas de ser solubles en agua y presentar actividad
biolégica. La mayoria tienen estructura heterociclica aunque algunos son no

ciclicos o alifaticos (Garcia, 2011).

3.2 Fitoquimica

La fitoquimica es una disciplina cientifica encargada de obtener compuestos
quimicos sintetizados de manera natural por las plantas; se obtienen a través de
distintas técnicas de extraccion, purificacion y aislamiento de su estructura quimica.
Esta disciplina también se encarga de caracterizar las diversas actividades
biolégicas asociadas a compuestos quimicos especificos, ya que estos, tienen la
capacidad de beneficiar o perjudicar la salud humana, a las plantas, animales y a
otros microorganismos. Ademas, la fitoquimica clasifica a estos compuestos de
acuerdo al grupo funcional que presentan y también estudia como se distribuyen
estos compuestos en las estructuras de la planta, en distintas condiciones

ambientales.

3.3 Familia Asteraceae
La familia Asteraceae engloba alrededor de 1,600 géneros y 23,000 especies en

todo el mundo, se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales,

1 ——
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especificamente en zonas calidas al sur, sureste y este de Asia, también en Africa

incluyendo Madagascar y a lo largo de Centroamérica (De aguiar et al., 2017).

3.3.1 Descripcion botanica

Plantas herbaceas o arbustivas, rara vez arboles o trepadoras; hojas opuestas o
alternas, o bien todas radicales; flores individuales por lo general pequefas,
agrupadas por muchas o pocas (en ocasiones una sola) en cabezuelas (capitulos),
sésiles y dispuestas sobre un receptaculo, donde en muchos casos cada una se
encuentra acompafada por una bractea, llamada palea, el conjunto de flores
rodeado por fuera por una o varias series de bracteas que constituyen el involucro;
flores hermafroditas o estériles, (3)5-meras, actinomorfas o zigomorfas; caliz
propiamente dicho ausente, pero a menudo sustituido por el vilano (pappus) que
puede estar formado por cerdas, aristas y/o escamas, o bien faltar por completo;
corola simpétala, tubulosa, ligulada (con el limbo en forma de lengua o lengleta) o
bilabiada; estambres con los filamentos por lo general libres e insertos sobre el tubo
de la corola, las anteras casi siempre soldadas entre si formando un tubo alrededor
del estilo, con frecuencia provista cada una de un apéndice apical; ovario infero,
bicarpelar, unilocular, con un solo évulo, estilo por lo comun partido en la porcién
superior en dos ramas estigmatiferas, que a su vez a menudo se prolongan en
apéndices estériles; fruto en forma de aquenio, que en su extremo superior con
frecuencia lleva el vilano; semillas sin endosperma. Las cabezuelas pueden estar
formadas por un solo tipo de flores, en cuyo caso son homoégamas, pero con mayor
frecuencia en su periferie se situan las flores liguladas (por lo general femeninas o
estériles), mientras que el resto esta constituido por las “flores del disco”, que suelen
ser hermafroditas o algunas veces funcionalmente masculinas; en algunos géneros
puede haber otra composicion de las cabezuelas, inclusive la presencia de tres tipos

de flores.

La familia Asteraceae también conocida como compositae es ampliamente

reconocida en nuestro pais pues constituye alrededor del 15% de la flora vascular.

1 ——
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Esta familia incluye especies de interés econdmico como el girasol (Helianthus
annuus L.), especies nativas de México de uso ornamental como el cempasuchil
(Tagetes) y también especies de importancia medicinal como la manzanilla y el
gordolobo (Matricaria) (Gnaphalium) respectivamente. Su diversidad se concentra
en regiones con climas secos hasta climas humedos y semihumedos (Garcia y
Koch, 1995)

3.3.2 Descripcion botanica género Calea L.

Arbustos o plantas herbaceas perennes, a veces trepadoras; hojas opuestas o en
ocasiones verticiladas, en algunas especies concentradas cerca de la base de la
planta, por lo general 3-5-nervadas y a menudo con puntos resinosos al menos en
el envés: cabezuelas solitarias o dispuestas en conjuntos cimosos o0 corimbosos,
heterégamas u homdégamas; involucro cilindrico a campanulado o hemisférico, sus
bracteas dispuestas en 2 a 6 series, subiguales a notablemente imbricadas,
lanceoladas a orbiculares, membranaceas a cartaceas, a veces las exteriores
foliaceas, receptaculo plano a coénico, paleas planas a conduplicadas; flores
liguladas 0 a 25, fértiles, sus laminas hasta de 16 mm de largo, aunque a veces muy
reducidas, amarillas, anaranjadas o blancas; flores del disco hermafro- ditas, sus
corolas tubulosas, pentameras, amarillas o blancas, anteras con la base
redondeada o auriculada, ramas del estilo algo aplanadas, romas en el apice, por lo
general pubescentes por fuera; aquenios cilindricos o prismaticos, negros, glabros

o pubescentes, vilano de 8 a 25 escamas de forma diversa.

Género neotropical de unas 60 especies mayormente concentradas en las regiones
montafiosas de Sudamérica, para México se reconocen siete y de la region de

estudio se registran dos.

3.4 Antecedentes
Diversos estudios han demostrado la amplia gama de actividades bioldgicas y

farmacoldgicas que presentan especies del género Calea L., se han estudiado

1 ——
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desde sus aceites esenciales como sus extractos metandlicos y/o acuosos, asi

como sus compuestos aislados.

3.4.1 Actividades bioldgicas

-Actividad antiinflamatoria

Segura-Cobos y colaboradores en 2010 demostraron que el extracto acuoso de
Calea ternifolia Kunth (100 y 10 mg/kg™') previno la formacion de edema después
de la administracion de carragenina en patas de rata. El extracto disminuyo el
numero de neutréfilos que migraron a la cavidad peritoneal en un 44%; el efecto fue
comparable al de los controles positivos, dexametasona (1 mg-kg') e indometacina
(10 mg/kg™).

Otra investigacion con Calea ternifolia realizada por Bork y colaboradores en 1997,
demostrd que el extracto etandlico (100 u-mL-) de la planta inhibe el factor nuclear-
kB (NF-kB) el cual es fundamental en la regulacion del proceso inflamatorio celular
(Mata et al., 2021).

Goémez y Gil en 2011 investigaron la actividad antiinflamatoria de dos derivados de
p-hidroxiacetofenona (2-Senecio-4-(metoximetil)-fenol y 2-senecio-4-metoxi fenol)
aislados del extracto etandlico de hojas de Calea prunifolia utilizando 12 modelos
de edema de oreja de raton inducidos por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA).

-Actividad antimelandtica

En un estudio realizado con Calea urticifolia por Ohguchi y colaboradores en 2009,
se registro actividad citotoxica de las principales lactonas sesquiterpénicas aisladas
del extracto de acetona, pues mostraron actividad antimelanética en células de
melanoma B16 de ratdn. Los resultados indican que los efectos inhibidores de las
lactonas sesquiterpénicas sobre la biosintesis de melanina pueden deberse a la

supresion de la expresion de tirosinasa. La 2,3-epoxi-juanislamina (C233) destaca
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particularmente por su actividad inhibidora de la melanogénesis mediante la

modulacion de la maquinaria transcripcional del ARNm de tirosinasa.

-Actividad antimicrobiana

Carvalho y colaboradores en 2014 realizaron un estudio con el aceite esencial de
Calea fruticosa el cual mostré actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram
negativas (Proteus vulgaris), dicha actividad demostro ser selectiva ya que no fue
efectiva frente a cepas de levadura. Este estudio requirio la hidrodestilacion de las
hojas, analisis GC/MS del aceite esencial y su posterior evaluacion frente a un panel
de microorganismos. El aceite esencial se compone mayormente de sesquiterpenos
oxigenados e hidrocarburos sesquiterpénicos como el cariofileno y a-cadinol que

son los compuestos mas abundantes.

-Actividad analgésica

Nuevamente Ohguchi y colaboradores realizaron en 2013 un estudio fitoquimico,
toxicologico y un ensayo sobre la actividad analgésica en ratones del extracto
cloroférmico de las hojas de Calea urticifolia. Del extracto cloroférmico se aislaron
cuatro sesquiterpenlactonas (Juanislamina, 2,3-epoxi-juanislamina, Caleina D y 2,3-
Epoxicalina D). El uso popular como analgésico de esta especie vegetal ha sido
validado ya que el extracto cloroférmico mostré actividad analgésica en el ensayo de
contorsiones abdominales en ratones a una dosis de 100 mg/kg, similar al analgésico

control Indometacina (De Aguiar et al., 2017).

3.4.2 Aceites esenciales

Hasta ahora han sido pocas investigaciones realizadas con el fin de estudiar la
composicion quimica de los aceites esenciales de las diferentes especies de Calea
L., entre ellas se encuentran C. pinnatifida, C. urticifolia, C. clematidea Baker, C.
fruticosa y C. serrata las cuales han sido las mas estudiadas. Estos estudios
sugieren que los compuestos bioactivos presentes en estos aceites, asi como los

compuestos volatiles son muy diversos, esto sugiere que existe una amplia
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diversidad quimica entre las especies de este género. Se ha encontrado que los
monoterpenos y los sesquiterpenos son los compuestos mas abundantes

encontrados en los aceites esenciales de estas especies (Lima et al., 2018).

3.5 Descripcion botanica de C. ternifolia Kunth

C. ternifolia Kunth es un arbusto, subarbusto o a veces planta herbacea perenne,
hasta de 3 m de alto; tallos mas o menos densamente pilosos con pelos
multicelulares a subtomentosos o glabros; hojas opuestas o en ocasiones
verticiladas, peciolo hasta de 6(10) mm de largo, lamina ovada a eliptica,
suborbicular o deltoide, de 1 a 12 cm de largo, de 0.5 a 7 cm de ancho, aguda a
acuminada, rara vez obtusa en el apice, redondeada a cuneada en la base,
toscamente serrada a subentera en el margen, trinervada o triplinervada, de textura
cartacea o coriacea, verde oscura y escabrido-rasposa en el haz, mas palida,
notablemente reticulado-venosa y casi glabra a subtomentosa en el envés;
cabezuelas agrupadas en conjuntos corimbosos terminales y axilares, a menudo
asumiendo la forma de panicula foliosa, pedundulos primarios hasta de 10 cm de
largo, los secundarios con frecuencia ausentes; involucro campanulado a cilindrico,
de 4 a 6(8) mm de largo, manifiestamente graduado, sus bracteas dispuestas en 4
a 6 series, las exteriores a menudo total o parcialmente verdes y foliaceas, al menos
en el apice, oblongas a ovadas o suborbiculares, de 1 a 6 mm de largo, las interiores
membranaceas y escariosas, ovadas a obovadas, de 2.5 a 6(8) mm de largo,
amarillentas con los apices cafés o morados, receptaculo convexo- cénico, paleas
oblongas, de 4 a 6 mm de largo, conduplicadas, amarillentas; flores liguladas (0)1 a
3, sus laminas oblongas, de 1 a 2 mm de largo, blanquecinas, de color crema o a
veces amarillas, glabras; flores del disco 4 a 15(20), sus corolas, tubulosas, de 3 a
4 mm de largo, de color crema, glabras, anteras exsertas, de 1.5 mm de largo,
amarillas, ramas del estilo fuertemente enroscadas, truncadas en el apice; aquenios
todos similares, cilindricos, algo angulosos o ligeramente comprimidos, de 2 a 3.5
mm de largo, negruzcos 0 morados oscuros, vilosos o glabros, vilano de 8 a 16

escamas oblongas a oblanceoladas, de (0.5)1 a 1.5(2) mm de largo, laciniadas en
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el margen, a menudo moradas. Elemento moderadamente frecuente y abundante
en bosques de encino y pino encino, asi como en los tropicales caducifolios y
algunos matorrales xerofilos en el norte y centro de guanajuato, asi como en el norte

y centro de Querétaro. alt. 700-2000 m. florece de septiembre a diciembre.

Es una especie perteneciente al género Calea L, de la familia Asteraceae cuyo
geénero cuenta con 60 especies aproximadamente de las cuales 7 se distribuyen en

México y 2 se encuentran en la zona de estudio (Veracruz).
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Figura 1. C. ternifolia Kunth en la zona de estudio el 23 de Febrero de 2023, por
Joshua Alejandro Dominguez Andrade

Figura 2. C. ternifolia Kunth en la zona de estudio el 23 de Febrero de 2023, por
Joshua Alejandro Dominguez Andrade
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3.5.1 Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Calea L.

Especie: Calea ternifolia Kunth

3.5.2 Nombres comunes

C. ternifolia recibe diversos nombres comunes dependiendo de la zona en que se
encuentre, entre ellos se encuentran: planta de los suefnos, zacatechichi planta
amargosa, prodigiosa, canilla de zanate, falso simonillo, garafiona, jacachicio,

juralillo, simonillo, yerba de piojo, zacate amargoso, zaratillo blanco.

3.5.3 Usos

Las diferentes estructuras de C. ternifolia se utilizan con frecuencia en medicina
alternativa para tratar enfermedades crénico degenerativas como diabetes, cancer,
hipertension, trastornos del suefio, problemas gastrointestinales, ulceras gastricas,

asi como para disminuir la inflamacién en general.

3.5.4 Distribucion

Las especies de este género se distribuyen desde el norte de México hasta Panama,
a través de Aguascalientes, Tamaulipas, Sinaloa, Durango, Zacatecas, Veracruz,
San Luis Potosi, Querétaro, Jalisco, Puebla, Guerrero, Oaxaca hasta

Centroamérica (Rzedowski, 2008).
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Figura 3. Mapa de distribucion de C. ternifolia Kunth en la republica mexicana consultado en
iNaturalist México el 08/01/2025.

3.5.5 Compuestos bioactivos

De las diferentes estructuras de C. ternifolia se han identificado mas de 260
compuestos bioactivos entre los que destacan estan las lactonas sesquiterpénicas,
benzofuranos, alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroles, taninos,
quinonas, derivados de timol, acetofenonas, fenoles y entre otros compuestos. La
familia Astareceae se caracteriza por presentar lactonas sesquiterpénicas
principalmente, una clase de terpenos conformados por 15 atomos de carbono
(Ortiz, 2011).

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposicion prolongada a radicales libres se asocia directamente con el desarrollo
de enfermedades crénico degenerativas como cancer, diabetes, hipertension, entre
otras; el uso tradicional de plantas medicinales representa una alternativa viable en
el tratamiento de estas enfermedades, por ello en este trabajo se evalud la

capacidad antirradicalaria que poseen las estructuras vegetales de C. ternifolia.
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V. HIPOTESIS
Los extractos hidroalcohdlicos de hoja y tallo de C. ternifolia demostraran potencial

redox debido a la presencia de metabolitos secundarios capaces de neutralizar

especies reactivas.

VI. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad antirradicalaria y contenido de metabolitos secundarios

de C. temifolia.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES
o Registrar informacién etnofarmacolégica en la localidad “Plan de limon”,
Veracruz sobre el uso medicinal de C. ternifolia
« Cuantificar los metabolitos secundarios de hoja y tallo de C. ternifolia
o Cuantificar la captacion de radicales libres por el método DPPH

e Cuantificar la capacidad de neutralizacion de aniones de superéxido por NBT

VI. METODO

Zona de estudio

La zona de estudio se encuentra en la localidad de Plan de Limén, perteneciente al
municipio Cazones de Herrera en el estado de Veracruz con coordenadas:
20°39'50" latitud norte, 97°16'35" longitud oeste.
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Figura 4. Mapa de la zona de estudio consultado a través de Google Earth con
fecha de 28 de octubre de 2023

7.1 Recopilacion de datos etnofarmacolégicos

Se realizaron entrevistas etnobotanicas a 30 personas habitantes de la localidad
Plan de Limén en donde participaron hombres y mujeres de distintas edades. Se
recabo la informacion de manera oral a través de preguntas directas. Se pregunté
acerca del conocimiento que se tiene de la planta, también los usos medicinales
que se le da a Calea, las partes vegetales que se utilizan, asi como la cantidad o

dosis recomendada y las formas de preparacion.

7.2 Preparacion de extractos hidroalcohdlicos
1. Se pesaron 100 gramos de hoja y 100 gramos de tallo.
2. Cada estructura vegetal se lavd cuidadosamente con agua limpia para retirar
el exceso de tierra y polvo para después lavarse con agua destilada.

3. Se cortaron las estructuras en fragmentos muy pequefios.
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4. En una botella de plastico de aproximadamente 1 litro se almacenaron 100
gramos de hoja y tallo y después se agregaron 700 ml de etanol al 96% y
300 ml de agua destilada.

5. Se dejo el extracto en reposo por 15 dias para asegurar la maxima extraccion

de compuestos.

7.3 Fundamento de identificacion de metabolitos secundarios

La identificacion de metabolitos secundarios se llevd a cabo por pruebas
fitoquimicas preliminares; pruebas de caracterizacion que consisten de reacciones
quimicas que alteran la estructura molecular de algun compuesto, por ejemplo: la
modificacion de un grupo funcional, la apertura de un sistema anular o la formacién
de un complejo, lo cual resulta en una manifestacion sensible como el cambio de
color en un ensayo, la formacién de un precipitado o el desprendimiento de un gas.
Todo esto nos brinda indicios de la presencia o ausencia de un metabolito

secundario especifico (Martinez et al, 2008).

7.3.1 Identificacion de metabolitos secundarios

1. Flavonoides

En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de extracto, después se afiadié un pequefio
trozo de magnesio y 3 gotas de HCI concentrado, si la reaccion arroja una coloracion
amarilla o roja indicara presencia de flavonas y flavonoles, colores como el rojo a
magenta indicara flavononoles, rojo, magenta, violeta o azul indicara flavanonas y
amarillo para isoflavonas. En la reaccién de Shinoda, el HCI concentrado oxida al
magnesio generando al H. el cual se elimina en forma de gas. Por otro lado el MgCl.
forma complejos con los flavonoides y se forman coloraciones especificas (Vidaurre
et al, 2007).

2. Alcaloides
« Reactivo de Mayer: En un tubo de ensayo se agregdé 1 mL de extracto de la

planta, se anadieron de 3 a 5 gotas de reactivo de Mayer. Se considera

1 ——
JOSHUA ALEJANDRO DOMINGUEZ ANDRADE 23



Actividad antioxidante y perfil fitoquimico de Calea ternifolia Kunth, 1818 % 3
=

AAAAAAAA

positiva la prueba al formarse un precipitado de color amarillo-crema y

observar turbidez.

e Reactivo de Wagner: En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de extracto de
la planta, se afadieron de 3 a 5 gotas de reactivo de Wagner. Se considera

positiva la prueba al formarse un precipitado de color marrén rojizo.

« Reactivo de Dragendorff: En un tubo de ensayo se agreg6é 1 mL de extracto
de la planta, se anadieron de 3 a 5 gotas de reactivo de Dragendorff. Se

considera positiva la prueba al formarse un precipitado de color rojo soélido.

La identificacion de alcaloides se basa en su capacidad (en forma de sal) de
combinarse con el yodo y metales pesados para formar precipitados con reactivos
como el mercurio yoduro de potasio (Mayer) y yoduro de bismuto (Dragendorff)
(Coy, 2014).

3. Cumarinas

Reactivo de Baljet: En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de extracto de la planta.
Se afiadieron 3 gotas de reactivo de Baljet (Solucién 1: 1 g de acido picrico aforado
a 100 mL con etanol. Solucién 2: 10 g de hidréxido de sodio aforado a 100 mL con

agua destilada).

Se considera positiva la prueba al observar coloraciéon naranja o rojo oscuro. Se
utiliza el reactivo de Baljet dado que la interaccion entre el acido picrico y las

lactonas q, B y y forman un complejo colorido (Orantes, 2008).

4. Quinonas
En un tubo de ensayo se agregaron 3 mL de extracto, 10 mL de etanol al 80%, 30

mL de agua destilada, 10 mL de benceno y finalmente 5 mL de hidroxido de amonio
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y se calento hasta ebullicion. Se considerara positiva la prueba al observar un color

rojo o rosa intenso.

Las quinonas se identifican por medio de la reacciéon de Borntrager, que se
fundamenta en la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos y oxidacion de antronas y
antranoles hasta antraquinonas formando complejos de color rojo (Carvajal et al.,
2009).

5. Fenoles

Prueba de Cloruro Férrico (FeCl.) al 5%: en un tubo de ensayo se agreg6 1 mL de
extracto de la planta, también se agregaron 5 gotas de cloruro férrico al 5% vy
después se agité vigorosamente. Se considera positiva la prueba al observar un

color café pardo y un precipitado café pardo oscuro.

Esta prueba colorimétrica se fundamenta en el ataque al hidrégeno del grupo
hidroxilo por parte del ion cloruro provocando una ruptura en el enlace, asi el grupo
fenéxido se une al hierro para formar un complejo lo que produce un cambio de
color (Coy et al., 2014).

6. Taninos
Prueba de Cloruro Férrico al 1%: en un tubo de ensayo con 1 mL de extracto de la
planta se agregaron 2 mL de agua destilada y 2 mL de cloruro férrico al 1%. Se

considera positiva la prueba al formarse un precipitado de color verde oscuro.

Quimicamente los taninos son polimeros de polifenoles por lo que al igual que con
los compuestos fendlicos se puede usar esta técnica para su identificacion. Al
formarse el complejo con la unién del grupo fenéxido al hierro, surgen diferentes

coloraciones lo que ayuda a diferenciar entre fenoles y taninos.

Una coloracion roja o vino indica compuestos fendlicos, una coloracién verde
intensa indica taninos del tipo pirocatecdlicos, mientras que una coloracion azul

indica presencia de taninos galicos (Coy et al., 2014).
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7. Lactonas sesquiterpénicas

Reaccion de Hidroxamato Férrico: en un tubo de ensayo se agregd 1 mL de extracto
de la planta, se anadieron 2 gotas de clorhidrato de hidroxilamina 2N, una gota de
KOH 2 N en metanol y después se calentdé hasta ebulliciéon, en seguida se enfrio
rapidamente y se elevo la acidez con acido clorhidrico 0.5 N para finalmente agregar
una gota de cloruro férrico al 1%. Se considera positiva la prueba al observar color

violeta o rosa.

Las Y-lactonas forman acidos hidroxamicos cuando se calientan con hidroxilamina
en medio alcalino, posteriormente reaccionan con el ion Fes* del cloruro férrico y

finalmente producen hidroxamatos férricos de color purpura (Dominguez, 1973).

8. Heterdsidos
Reactivo de Grignard: a 0.5 mL de extracto se agregaron 2 gotas de acido picrico y
2 gotas de carbonato de sodio, posteriormente se calentd durante varios minutos.

Se considera positiva la prueba al observar un color amarillo o naranja rojizo.

La reaccion de Grignard consiste en dejar actuar los gases cianhidricos que se
desprenden del material vegetal triturado sobre papel absorbente humedecido con
acido picrico y carbonato de sodio. Estos gases son producto de los glucdsidos
cianogénicos de las plantas en distintas concentraciones. El cambio en la coloraciéon
resulta de la reduccion de picrato de sodio (amarillo) a picramato de sodio (rojo

oscuro) (Castro y Rodriguez, 2012).

9. Saponinas

« Indice afrosimétrico

En un tubo de ensayo se agregaron 3 mL del extracto de la planta junto con 5 mL
de agua destilada, se calent6 hasta ebullicién y se agitd para finalmente observar la
aparicion de espuma persistente. La persistencia de la espuma (en minutos) se
califica con cruces: de 5 a 20 minutos (+); 20 a 25 minutos (++); 30 minutos o mas

(+++).
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En solucién acuosa, las moléculas de saponinas se alinean verticalmente en la
superficie con sus extremos hidrofobicos orientados lejos del agua, esto reduce la
tensién superficial del agua, haciendo que se forme espuma y por ello las saponinas

se clasifican como agentes tensoactivos (Garaméndez y Marthans, 2020).

e Prueba de Liebermann-Burchard
En un tubo de ensayo se agregé 1 mL de extracto de la planta, después se
afiadieron 2 mL de anhidrido acético y 2 mL de cloroformo (previamente en

enfriamiento) y 2 gotas de acido sulfurico.

Una coloracion azul cambiante a naranja y finalmente a verde, indica que la reaccion
es positiva pues esta prueba reconoce la presencia de triterpenos (coloraciones

rojo, rosa o purpura) y esteroides (azul-azul verdoso) (Ochoa y Sarmiento, 2018).

e Prueba de Salkowski
En un tubo de ensayo se agregdé 1 mL de extracto, después 2 mL de cloroformo y 2
mL de acido sulfurico. Una coloracion rosa o anaranjada indicara que la reaccion es

positiva.

Las saponinas y sus sapogeninas insaturadas o con varios grupos hidroxilo dan
coloraciones con varios reactivos empleados en la identificacion de esteroles como
Liebermann-Burchard, Salkowski, cloruro de tionilo y tricloruro de antimonio.
(Dominguez, 1973).

e Prueba de Molisch (a-naftol)

En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de extracto, luego 2 mL de etanol y 2 gotas
de solucién 0.1% de a-naftol, finalmente se afiadieron cuidadosamente 2 mL de
acido sulfurico concentrado. Se considera positiva la prueba si se observa un anillo
de color violeta en medio de las fases ya que esta prueba identifica carbohidratos

en la molécula de saponina.
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Esta prueba se basa en la accidén hidrolizante y deshidratante del acido sulfurico
concentrado sobre los carbohidratos. El acido fuerte cataliza la hidrdlisis de
cualquier enlace glucosidico presente en la muestra para deshidratar los
monosacaridos resultantes y formar furfurales (hidrdlisis de pentosas) los cuales se

condensan con el a-naftol del reactivo de Molisch (Garaméndez, 2020).

7.4 Cuantificacion de metabolitos secundarios

1. Flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se fundamenta en la reaccién de cloruro de
aluminio ya que este forma complejos estables en el carbono 4 y en los hidroxilos
del carbono 3 y 5 de flavonas y flavonoles. Para este método se utiliza la quercetina
como patron y se mide la reaccién en longitudes de onda altas asi se evita que otras
sustancias fendlicas interfieran, esto la convierte en una prueba mas precisa a
diferencia de otras (Cadillo, 2020).

Se cuantificaron flavonoides por el método de AICI. utilizando quercetina como
patrén para construir una curva de calibracion a una concentracioén de 0.5 mg/mL.
Se pesaron 50 mg del extracto de cada estructura vegetal los cuales se disolvieron
en 1 mL de metanol, después se agregd 1 mL de AICI, al 3% y finalmente se
agregoé 1 mL mas de metanol. Se dejo en reposo durante una hora y se leyo la

absorbancia a una longitud de onda de 420 nm (Rojas et al., 2015).

2. Alcaloides

El método de Shamsa se fundamenta en la reaccion de aquellos alcaloides que
unicamente tienen nitrégeno en su interior con verde de bromocresol, ya que esto
da como resultado un complejo de carga alcaloide-verde de bromocresol el cual se
muestra de color amarillo y se mide a una longitud de onda de 470nm. Este método

ofrece estabilidad y una escasa interferencia de otros complejos. (Rojas et al, 2015)

La cuantificacion de alcaloides se llevé a cabo por el método de Shamsa utilizando

brucina como patron a una concentracion de 0.5 mg/mL. Se transfiri6 1 mL del
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extracto a un embudo de separacién con 2.5 mL de solucién verde de bromocresol
0.00002 My 2.5 mL de solucion fosfato con pH 4.7. Se agitd la mezcla y se retiro el
tapdn del embudo para expulsar el gas formado en el mismo. El complejo formado
se extrajo con 5 mL de cloroformo, agregados cada uno consecutivamente,
separando la capa de cloroformo, los extractos se almacenaron en un tubo de
ensayo. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 470 nm (Rojas, et
al. 2015).

3. Cumarinas

Para la cuantificacién de cumarinas se utilizd6 el método de Osorio y Martins
modificado ya que se usd umbeliferona como patrén a una concentracién de 0.5
mg/mL. Se tomaron 1500 uL de extracto, se agregaron 500 uL de acetato de plomo
y se aforé hasta 8 mL con agua destilada, después se centrifugd a 3,500 rpm
durante 10 minutos y se tom6 1 mL del sobrenadante, a esto se le afadieron 4 mL
de HCI 0.1 M y finalmente se midi6 a una longitud de onda de 320 nm (Osorio y
Martins, 2004).

4. Compuestos fendlicos

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza para medir compuestos fendlicos totales y se
basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes lo que
genera una coloracion azulada, esta coloracion permite ser determinada a una
longitud de onda de 765 nm. Este reactivo es una mezcla de wolframato sédico y
molibdato sédico en acido fosfoérico y reacciona con cualquier tipo de compuesto

fendlico. (Gutiérrez et al, 2008)

Se cuantificaron fenoles por el método de Folin-Ciocalteau utilizando acido galico
como patron a una concentracion 25 mg/mL. Se tomd6 1 mL de extracto, se agrego
1 mL de agua destilada, posteriormente se afiadieron 375 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteau 1 N, se agitd y se dejo en reposo por 5 minutos, después se agregaron
1,875 pL de Na.CO:. al 20% nuevamente se agitd y se dejo en reposo por 30 minutos.

Finalmente se midié la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm.
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5. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos secundarios que tienen elevadas masas
moleculares, esta prueba determina la cantidad de taninos por la diferencia de
valores de la concentracion de fenoles totales y los fenoles no taninos, estos se
cuantificaron a partir de la norma ISO-1988 modificada, se utilizé acido tanico como

patrén a una concentracion de 0.05 mg/mL.

A 0.25 g del extracto se agregaron 5 mL de dimetilformamida y esta suspension se
agité durante 60 minutos. Después se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos. Del
sobrenadante se prepararon dos disoluciones. La primera solucién contuvo 1 mL
del sobrenadante, 3 mL de agua destilada y 0.5 mL de solucién amoniacal. La
segunda solucion contuvo 0.5 mL del sobrenadante, 2.5 mL de agua destilada, 0.5
mL de citrato férrico y 0.5 mL de solucion amoniacal. Se dejé reposar por 10 minutos
y finalmente se midieron sus absorbancias a una longitud de onda de 525 nm. El
resultado es la diferencia de las absorbancias entre la primera solucion y la segunda
(Contreras-Sanchez et al., 2015).

6. Lactonas Sesquiterpénicas

Para cuantificar las sesquiterpenlactonas se utilizé Juanislamina como patrén a una
concentracion de 5 mg/mL. Se tomo6 1 mL del extracto y se agregara 1 mL de de
cloroformo, se pondra a bafo Maria hasta evaporar el cloroformo, después se
agregaron 2 mL de etanol y 1,200 pL de picrato de sodio con pH de 11.4, se dejo
en reposo por 30 minutos cubierto con papel aluminio para evitar contacto con la luz

y finalmente se midi6 la absorbancia a 495 nm (Villacorta et al., 2012).

7. Saponinas

El método de determinacion indirecta de saponinas se realiza cuantificando
azucares reductores, este método se basa en que las saponinas estan conformadas
por una glucona y una o varias cadenas de azucares por lo cual para lograr separar

estas dos, la glucona que estd conformada por azucares simples debe ser
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hidrolizada. Estos azucares no pueden ser hidrolizados a moléculas mas pequenas

pero pueden reaccionar como reductores de otras.

Para esta cuantificacion se utiliza el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) ya que este
como producto de la reaccion forma un complejo amarillo (3-amino-5-nitrosalicilico)
el cual se mide a una longitud de onda de 540 nm. Se utiliza este método ya que el

DNS solo hace reaccion con azucares reductores. (Rojas et al, 2015).

Se tomaron 100 pL del extracto en un tubo de ensayo y se agregaron 100 pL de
DNS, se cubrid el tubo con papel aluminio para mantenerlo aislado de la luz, se
calentd por 5 minutos en bafo entre 95° y 100° C y después se enfrié con bafio de
hielo por 5 minutos. Una vez frio se agregé 1 mL de agua destilada y se midi6 la

absorbancia a una longitud de onda de 540 nm (Valle, 2016).

8. Triterpenos y esteroles

El método de Liebermann-Burchard tiene como fundamento la formacion de un ion
pentaenilico con un maximo de absorcién a 620 nm este crea un intermediario que
es medido en espectrofotometro el cual tiene un bajo rendimiento en el tiempo que
se considera 6ptimo para la medicion espectrofotométrica del colesterol y esto
explica la baja sensibilidad de los métodos que utilizan hierro (lll). Se utilizd

colesterol como patrén a una concentracion de 2 mg/mL.

Se tomo 1 mL de extracto cloroférmico y se realizé la reaccion con 2 mL del reactivo
de Liebermann (anhidrido acético y acido sulfurico proporciéon 10:1), se agregé 1 mL
de cloroformo y se dejo enfriar por 10 minutos, finalmente se midié la absorbancia
a una longitud de onda de 626 nm (Mekar, 2017).

7.5 Actividad antioxidante

7.5.1 Método de decoloracion del radical DPPH: (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
Para medir la capacidad antioxidante se realiz6 el ensayo de DPPH- el cual se basa
en la reduccién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo utilizando acido ascérbico

como patrén el cual es conocido por ser un potente antioxidante. Este ensayo se
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fundamenta en la capacidad de una sustancia para liberar un proton o para capturar
el electron que se encuentra desapareado de un radical,provocando el cambio de

coloracion de purpura oscuro a amariilo claro (Rodriguez-Aguirre et al., 2015).

En un tubo de ensayo se agregaron 3 mL del reactivo DPPH- y se midi¢ la
absorbancia a 517 nm y se anot6 la absorbancia obtenida. Después se prepar6 una
solucién blanco con 1 mL de metanol y 2 mL de DPPH- y se leyo en el
espectrofotometro a la misma absorbancia. Posteriormente en un tubo de ensayo
se agrego 1 mL del extracto diluido en metanol, 2 mL del reactivo DPPH-, se agit6é
rapidamente y después se midi6 la absorbancia minuto a minuto durante 25 minutos
(Rodriguez-Aguirre et al., 2015).

7.5.2 Prueba de neutralizacién del radical superéxido O.-

El reactivo DMSO o dimetilsulféxido alcalino se utiliz6 como generador del radical
superoxido, éste reacciona al entrar en contacto con NBT (nitroazul de tetrazolio )
generando diformazan. En presencia de un agente reductor se puede medir a una

longitud de onda de 560nm

Se utilizé acido ascorbico como patrén en la construccion de la curva de calibracion.
Se preparo6 un buffer de fosfato 1M con pH 7.4, se anadiéo 1 mL de DMSO alcalino
y 0.2 mL de nitroazul de tetrazolio (NBT). Se midi6 la absorbancia a una longitud de
onda de 560 nm (Shirwaikar et al., 2006).

VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Registro etnofarmacolégico

El uso etnobotanico de Calea terifolia Kunth adopta un enfoque en la medicina
alternativa. En la actualidad cuando se presenta algun proceso infeccioso
(normalmente acompanado de dolor, inflamacién, fiebre, sudoracion, etc) es comun
acudir con un médico y recibir tratamiento para el alivio de los sintomas o de la
enfermedad, sin embargo en muchos casos el acceso a consulta médica y/o a

medicamentos se encuentra limitado ya sea por escasez de recursos o por
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inaccesibilidad geografica y en otros casos no menos importantes, los
medicamentos prescritos no son suficientemente eficaces para tratar los

padecimientos.

Por otra parte, en la medicina tradicional se utilizan fuentes naturales como materia
prima (principalmente plantas, hongos y algas) para la elaboracion de tés, extractos,
jugos, pomadas y entre otros, ya que poseen metabolitos secundarios los cuales
conforman una gran variedad de familias de compuestos quimicos con distintas

propiedades y muchas de ellas contribuyen al uso farmacoldégico.

Estos “productos medicinales” son eficaces por ejemplo en el tratamiento de
enfermedades estomacales, infecciones, trastornos del suefio y padecimientos
cronicos como diabetes, artritis, hipertension, asi como al origen y desarrollo de
distintos tipos de cancer, los cuales se relacionan directamente a altas exposiciones

a radicales libres, particularmente a especies reactivas de oxigeno.

Asi mismo, se ha documentado su uso en actividades y rituales con caracter
espiritual. Si bien muchas de estas propiedades pueden ser benéficas, del mismo

modo pueden resultar nocivas para la salud.

Considerando lo anteriormente mencionado la presente tesis evalu6 el potencial
antioxidante de Calea ternifolia Kunth, asi como su uso etnobotanico y finalmente el

contenido de metabolitos secundarios y sus actividades bioldgicas.

En la localidad Plan de Limdn, ubicada en el municipio de Cazones de Herrera,
Veracruz, C. ternifolia Kunth es mayormente conocida como “Zacatechichi" vy
también se le conoce como “amarga” o “amargosa. Se realizaron entrevistas
etnobotanicas a 30 personas en la localidad “Plan de limén”, de las cuales el

63.33% fueron mujeres y el 36.66% fueron hombres.

En la tabla 1 y grafico 1 se observa que un 33.33% menciond el uso de un

cocimiento preparado a partir de hoja y tallo hervida en un litro de agua como
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remedio para dolor de estdmago y menos frecuente para mejorar la digestion.
También mencionan que debe beberse el cocimiento de una a dos veces por dia
hasta que los sintomas desaparezcan. Este remedio resulta efectivo contra
infecciones estomacales ya que se ha demostrado que distintas especies del género
Calea poseen actividad antibacteriana lo que sugiere que estos preparados o
“cocimientos” ayudan a combatir infecciones causadas por agentes bacterianos
(Avancini y Wiest, 2008).

Por otro lado se reporto6 el uso de C. ternifolia Kunth en el tratamiento de trastornos
del suefo, 16.66% de los entrevistados hierve dos ramas o dos hojas en un litro de
agua. Para esta forma de preparacion puede usarse hoja o tallo, pero solo una

estructura vegetal y solo dos partes por litro de agua.

Este tratamiento se utiliza para tratar el insomnio y se infiere que es efectivo ya que
C. ternifolia Kunth puede inducir efectos neurofarmacolégicos, pues se ha
demostrado su capacidad de incrementar el numero de suefios lucidos,
especialmente en la etapa REM (Rapid Eye Movement) del suefio lo que sugiere

que esta especie posee actividad hipnética (Mayagoitia et al.1986).

Para tratar el dolor o malestar general un 13.33% utiliza solo la hoja, este porcentaje
hierve un pufado de hojas pequefias en un litro de agua y bebe el cocimiento de
una a dos veces por dia hasta que los sintomas desaparezcan por completo. Este
tratamiento indica que la planta posee actividad antinociceptiva al disminuir el
estimulo interpetado como dolor, la cual ha sido demostrada por Segura-Cobos y
colaboradores en 2010 en el extracto metandlico de hojas (25 y 50 mg-kg™') de C.

ternifolia Kunth.

Por otra parte, 10% de los entrevistados mencioné el uso de Calea para disminuir
la inflamacién, hierven dos hojas en un litro de agua y beben el extracto durante
cinco dias o hasta desaparecer los sintomas. Este remedio es eficiente ya que se

ha demostrado que C. fternifolia Kunth presenta actividad antiinflamatoria,

1 ——
JOSHUA ALEJANDRO DOMINGUEZ ANDRADE 34



Actividad antioxidante y perfil fitoquimico de Calea ternifolia Kunth, 1818

coincidiendo con el estudio de Segura-Cobos y colaboradores en 2010 en donde
demostré que el extracto acuoso de C. tenifolia (100 y 10 mg-kg™') previno la

formacion de edema tras administrar carragenina en patas de ratas.

Asimismo, 16.66% utiliza dos hojas de C. tenifolia Kunth para disminuir los procesos
febriles de una a dos veces por dia hasta desaparecer la fiebre. Finalmente el 10%

de los entrevistados mencion6 que no conoce a la planta.

Gracias a los datos proporcionados por los habitantes se confirma que el modo de
preparacion mas habitual de Zacatechichi es el cocimiento en un litro de agua, el
mayor porcentaje utiliza solo las hojas y mientras que el menor porcentaje combina
hoja y tallo. Se bebe el cocimiento de una a dos veces por dia hasta que los

sintomas desaparezcan y solo en ciertos casos se bebe durante cinco dias.

Cabe mencionar que los entrevistados enfatizaron en respetar las dosis y formas de
preparacion mencionadas de los “remedios”, ya que de lo contrario los efectos
pueden no ser favorables agravandose los sintomas e incluso presentarse nueva

sintomatologia.
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Tabla 1. Entrevistas etnobotanicas sobre el uso medicinal de C. ternifolia Kunth
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No la conoce

10,0%

Fiebre

16,7%

Inflamacion

10,0%

Dolor en general

13,3%

L Estructura Forma de Cantidad Forma de . .
Padecimiento ., . . Entrevistados Porcentaje
vegetal preparacion sobre litro aplicacion
Problemas Hoja y tallo Hervida 2hojas2 o estion oral 10 33.33%
digestivos veces al dia
Problen'las de Hoja y tallo Hervida 2 hOja.S 02 Ingestion oral 5 16.66%
sueno ramitas
Dolor en general Hoja Hervida ! pl::::: de Ingestion oral 4 13.33%
Inflamacion Hoja Hervida 2 hojas 2, Ingestion oral 3 10%
veces al dia
Fiebre Hoja Hervida 2hojas2 1o estion oral 5 16.66%
veces al dia
No la conoce No No No No 3 10%
Total - - - - 30 100%

Problemas digestivos

33,3%

Problemas de Suefio

16,7%

Grafico 1. Usos medicinales de C. ternifolia Kunth en la localidad Plan de limén, Veracruz
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Debido a que el primer muestreo se realiz6 en el mes de Febrero de 2023 solo se
pudo recolectar las estructuras de hoja y tallo con las cuales se realizé el perfil
fitoquimico; considerando el ciclo de floracion que va desde Septiembre hasta
Diciembre, se realizé un segundo muestreo en el mes de Septiembre en donde se
recolectd mas hoja, tallo y también flor; sin embargo, debido a la escasa abundancia
de flor de Calea solo se colectd el material disponible in vivo para llevar a cabo las

pruebas de determinacion de actividad antioxidante.

8.2 Perfil fitoquimico

Se realizaron pruebas colorimétricas para la indentificacion de metabolitos
secundarios. En la tabla 2, las reacciones positivas estan sefaladas con “+++” lo
cual indica presencia y alta concentracion del metabolito; “++” indica concentracion

media, “+” indica baja concentracion y finalmente “---” indica presencia nula.

Tabla 2. Identificacion de metabolitos secundarios en extractos etandlico-acuosos de C.
ternifolia Kunth.

Estructura
vegetal
4 Metabolito Nombre dela  (Extracto) Fotoarafia
Secundario prueba g
Hoja Tallo
1 Alcaloides Dragendorff = +++  ++
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Wagner +++ | 4+
Mayer +++ | 4+

2 Flavonoides Shinoda +++ 1
3 Heterdsidos Grignard + S
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4 La_ctonajls. H|dr9xgmato ++ i
Sesquiterpénicas férrico
lorur:

5 Fenoles pro +++ ++
Férrico
. Cloruro

6 Tanin - +++ - --
aninos Férrico

. R iv

7 Cumarinas eact vo de +++ | ---

Baljet
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g Liebermann-
8 Triterpenos Burchard +=+ | ---

indice

A ++ +
Afrosimétrico

a-naftol + ++

9 Saponinas
Salkowski ++ |+

Liebermann-

+ +++
Burchard

Borntrager
10 Quinonas (Hidroxidode = --- ---
Amonio)

1 Esteroles Salkowski ses | ==
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En la tabla 3, se observan las concentraciones de los metabolitos secundarios. Los

triterpenos (1.665 mg/mL), cumarinas (0.558 mg/mL) y lactonas sesquiterpénicas

(0.282 mg/mL) en hoja y tallo de C. ternifolia Kunth representan el grupo de

metabolitos con mayor concentracion, seguido de fenoles (0.265 mg/mL),

flavonoides (0.232 mg/mL), saponinas (0.201 mg/mL), y alcaloides (0.189 mg/mL)

que es el segundo grupo con mayor concentracion, concentrados en mayor y menor

proporcion en hoja y tallo; finalmente el grupo de metabolitos con menor

concentracion son los taninos (0.00056 mg/mL).

Tabla 3. Concentracion de metabolitos secundarios de hoja y tallo de C. ternifolia Kunth

Metabolito secundario

Alcaloides

Flavonoides

Cumarinas

Fenoles

Taninos

Lactonas Sesquiterpénicas

Saponinas

Triterpenos

Concentracion [mg/mL]

Hoja

0.18915546

0.23206897

0.55897442

0.2651425

0.00056073

0.282202301

0.201427594

1.66508764

Tallo

0.10185166

0.0793103

0.279491288

0.3177161

0.00131073

0.642802169

0.178938105

0.93557556
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Los triterpenos o también llamados triterpenoides son los metabolitos con mayor
concentracion en hoja y tallo de C. ternifolia, se trata de estructuras conformadas
por 30 atomos de carbono y 6 unidades de isopreno. Estos triterpenos, asi como
sus saponinas se han asociado a actividades biolégicas como anticancerigena,

antidiabética y neurofarmacoldgica (Hill y Connolly, 2017).

Se han encontrado los triterpenos taraxasterol acetato y el escualeno en C. ternifolia
(Mata et al., 2022) el cual se ha observado que inhibe la proliferacion de cancer de

piel e inhibe la promocién tumoral en ratones (Smith, 2000).

El segundo grupo con mayor presencia en Zacatechichi son las lactonas
sesquiterpénicas, al observarse el cambio de coloracién a rosa intenso. En este
grupo se encuentra los “Germacrandlidos” de los cuales se ha demostrado actividad
antitumoral, citotoxica y efectos fitotdxicos contra depredadores como los insectos,

lo que indica actividad insecticida.

La “Caleina D” y la “2,3-epoxijuanislamina” son los germacrandlidos que presentan

mayor citotoxicidad, seguido de las “Calealactona A”, “Calealactona B” y la “2,3-

Epoxicalealactona A” (Lima et al., 2018).

Por otro lado la Caleicina (el éster de la p-hidroxicinamida del Junenol) es el
compuesto responsable de las propiedades digestivas de C. ternifolia Kunth, asi
como de sus propiedades cognodislépticas las cuales son capaces de estimular la
imaginacion, avivar sensaciones Yy fantasia, sin embargo no producen
alucinaciones, por ello Zacatechichi (del Nahuatl “hierba amarga”) es
frecuentemente utilizada en Oniromancia o adivinacion a través de los suefios.
Adicionalmente no se ha reportado actividad psicoactiva y también es utilizada como

laxante, antipirética y antidiarréica (Diaz, 1979).

El tercer grupo de metabolitos con mayor abundancia son las cumarinas, una gran
familia de lactonas derivadas del acido p-hidroxicinamico. Se han identificado dos

cumarinas en C. ternifolia, la Herniarina y la Escoparona (Mata et al., 2022). Debido
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a su gran variedad estructural se han asociado con propiedades farmacologicas
como antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes e inhibidoras enzimaticas
(Herrera et al., 2017).

Posteriormente se observo reduccion en la concentracion en los grupos de fenoles,
flavonoides y saponinas, sin embargo estas concentraciones aun son significativas

y pueden presentar actividad bioldgica.

Los flavonoides son derivados de la y-benzopirona y se encuentran ampliamente en
frutas y verduras. Sus efectos farmacoldgicos se basan en la inhibicién de ciertas
enzimas y también en su actividad antioxidante. La Quercetina es uno de los
flavonoides mas estudiados y se ha documentado que contribuye en la disminucion
de la inflamacion y el dolor ya que tiene la capacidad de inhibir la sintesis de la
prostaglandina ciclooxigenasa. Del mismo modo la inhibiciéon de la enzima Aldosa
reductasa se traduce en la disminucion de la presion ocular en Diabetes mellitus y
tambien la inhibicion de la H*-ATPasa ayuda en el alivio del resfriado comun y contra

infecciones virales (Havsteen, 1983).

El grupo de alcaloides mostr6 menor concentracién respecto a los metabolitos
anteriormente mencionados. Estos alcaloides en su mayoria son toxicos, sin
embargo participan en procesos antiinflamatorios, antibacterianos, citotoxicos y

antitumorales.

Diversos estudios han demostrado la eficacia de estos metabolitos en la supresion
de la oncogénesis puesto que modulan vias de sefalizacion especificas implicadas
en la proliferacion celular y la metastasis. Los alcaloides fungen como agentes
terapéuticos provocando dano al ADN y al inducir la apoptosis, sin embargo estos
procesos no son selectivos ya que reciben dafo células cancerosas y células sanas
(Habli et al., 2017). Debido a esto se infiere que la presencia de alcaloides en C.
ternifolia  Kunth contribuye en procesos antiinflamatorios, antibacterianos vy

citotoxicos.
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Finalmente los taninos son el grupo de metabolitos con menor concentracion en las
estructuras de Zacatechichi. Se trata de compuestos fendlicos poliméricos a los
cuales se les atribuye actividad antioxidante, antiinflamatorias, antiséptico, entre
otras. Los taninos tienen la capacidad de unirse a proteinas y desnaturalizarlas,
debido a esto se les puede considerar toxinas, sin embargo los taninos
caracteristicos del vino tinto son benéficos para la salud humana (Garcia y Carril,
2011).
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Grafico 2. Concentracion de metabolitos secundarios en hoja y tallo de C. ternifolia Kunth
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8.3 Capacidad antioxidante

La prueba de reduccion del radical DPPH- y la prueba de neutralizacién del anion
superoxido senalan que C. ternifolia Kunth tiene potencial antioxidante debido
particularmente a la presencia de cumarinas, flavonoides, fenoles y en menor

proporcion a los taninos.

La capacidad antioxidante de C. ternifolia Kuth evaluada con la prueba de reduccion
del radical DPPH- se muestra en los graficos 3 y 4. En el grafico 3 se observa el
comportamiento de los diferentes extractos hidroalcohdlicos a través del tiempo.
Minuto a minuto se midié la absorbancia de los extractos y se observd que el
extracto de flor fue el extracto que mayor potencial de reduccién logré frente al
radical DPPH-puesto que tuvo una absorbancia inicial de 0.130 y concluy6 con una
absorbancia de 0.99. Después el control positivo (acido ascorbico) mostré actividad
reductora con una absorbancia de 0.301 y finalizé con 0.249. Posteriormente el
extracto de hoja de Calea fue la segunda estructura con mayor potencial reductor,
inicio con 0.342 y finalizo con 0.258. Finalmente el extracto de tallo es la estructura
con menor actividad reductora de los extractos evaluados, pues inici6 la lectura con

0.398 de absorbancia y finalizé con 0.311.

En el grafico 4 se observa el porcentaje de captacion del radical DPPH el cual se

calculd a través de la siguiente férmula:
% Captacion= Ao- A1 /Ao x 100

Donde Ao es la absorbancia inicial del blanco de reaccion y A1 es la absorbancia

del extracto con DPPH.
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Grafico 3. Captacion del radical DPPH« de los extractos hidroalcohoélicos de C. ternifolia Kunth
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Grafico 5. Porcentaje de neutralizacién del radical superéxido 02«

Tabla 4. Porcentaje de captacion del radical DPPHe

Muestra Concentracion mg/mL  Absorbancia % de captacion
Control
(acido ascérbico) 5 0.301 aa.1t
Hoja 5 0.342 37.24
Tallo 5 0.398 26.97
Flor 5 0.130 76.14

Se utilizé acido ascorbico como patrén a una concentracion de 5 mg/mL, el cual
obtuvo una absorbancia de 0.301, posteriormente se calculd el porcentaje de

captacion del radical dando como resultado 44.77%.

Se calculo el porcentaje de captacidon de los extractos hidroalcoholicos teniendo 5

mg/mL como concentracion constante. En la tabla 4, se observa que el extracto de
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hoja mostré 37.24% de captacion frente al extracto de tallo con 26.97% vy
posteriormente el extracto de flor mostré6 76.14% de captacion siendo esta la

estructura con mayor potencial antioxidante.

La capacidad antioxidante de las diferentes estructuras se atribuye a la presencia
de metabolitos secundarios, aunque son sus propiedades quienes confieren dicha
capacidad. En el campo de la investigacion es importante conocer estos detalles
debido a que la oxidacion celular es uno de los mayores factores que desencadenan
el proceso inflamatorio el cual lleva al desarrollo de enfermedades crénico

degenerativas y en el proceso también se desarrolla multiple sintomatologia.
Para la prueba de neutralizaciéon del anién superdxido se utilizé la formula:
% Neutralizacion= Ao- A1 /Ao x 100

Donde Ao es la absorbancia inicial del blanco de reaccion y A1 es la absorbancia

del extracto.

La evaluacién de la capacidad antioxidante de C. ternifolia Kunth a través de la
prueba de neutralizacion del anidon superéxido indica que la estructura de flor posee
una capacidad de neutralizacion mayor al del acido ascoérbico, seguido de las
estructuras de hoja y tallo (grafico 5), sin embargo estos resultados no son
significativamente relevantes dado que se encuentran por debajo del 50% de
neutralizacion por lo que los extractos hidroalcohdlicos de hoja, tallo y flor son mas

eficientes en la captacidén de perdxido de hidrogeno y/o del radical hidroxilo.
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IX. CONCLUSIONES

e Los habitantes de la localidad “Plan de limoén” utilizan el cocimiento de 2 hojas
por litro de agua de C. ternifolia Kunth principalmente contra problemas

digestivos, transtornos del suefio y disminucién de la fiebre.

e Los extractos hidroalcohdlicos de hoja y tallo de C. ternifolia son fuente de
triterpenos, cumarinas, lactonas sesquiterpénicas, fenoles, saponinas,

flavonoides, alcaloides y taninos.

e La hoja y tallo presentan altas concentraciones de triterpenos, cumarinas y
lactonas sesquiterpénicas; de acuerdo con lo reportado estos metabolitos
podrian ser responsables de la actividad citotoxica, antipirética,

antinflamatoria, y neurofarmacoldgica.

e Se reporta por primera vez que las flores de C. ternifolia tiene un potencial

antioxidante superior al del acido ascérbico.
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