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Abstract

Several Mesoameriean cultures have employed Inga jinicuil as a traditional medicine for the
treatment of gastroifitestinal, inflammatory, and infectious disorders. The aim of this
contribution was to elueidate the phytochemical profile of the organic extracts from the bark
and leaves of I. jinicuil and"to assess the anti-inflammatory and antibacterial properties of
these extracts. The preliminary chemical profile was determined by HPLC-DAD and GC-
MS; the anti-inflammatory activity was evaluated with a mouse ear edema model, whereas
the antibacterial activity was screenedagainst several bacteria. The phytochemical profile of
both organs (bark and leaves) of . jinicugtled to the identification of 42 compounds, such as
polyphenolic, flavonoids, triterpenes, prenol-type lipids, and aliphatic and non-aliphatic
esters. This molecular diversity#gave moderatesanti-inflammatory activity (67.3 + 2.0%,
dichloromethane bark extract) and .excellent/ antibacterial activity against Pseudomona
aeruginosa and methicillin-resistant Sthaphylococcus.aureus (MIC values of <3.12 and 50
ug/mL, respectively). These results contribute to the chemotaxonomic characterization and

the rational use in traditional medicine of Ingd jinicuil Schltdl & Cham. ex G. Don.
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Resumen

Distintas culturas; mesoamericanas han empleado Inga jinicuil como medicina alternativa
para el tratamiento d€“problemas gastrointestinales, inflamatorios e infecciosos la cual
cuenta con escasos reportes quimicos y farmacolégicos. El objetivo de este proyecto fue
determinar el perfil fitoquimico de los extractos organicos de la corteza y hojas de Inga
Jinicuil y evaluar las propiedades antiinflamatorias y antibacterianas de sus extractos. El
perfil quimico fue determinado per CLAR-DAD y CG-EM,; la actividad antiinflamatoria se
determiné en el modelo de edemagencoreja de ratén inducido por TPA, mientras que la
actividad antibacteriana se determind ‘wediante el método de dilucién en caldo de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), La actividad antiinflamatoria moderadas (67.3
+2.0%, extracto de corteza de di¢lorometanio) y excelente actividad antibacteriana contra
Pseudomona aeruginosa 'y Staphylocoecus aureits resistente a la meticilina (valores CMI de
<3.12 pg/mL y 50 pg/mL, respectivamente).«El anélisis.quimico de los 6rganos en estudio
de Inga jinicuil nos permitié identificar 42 compuestos.dentro de los que se encuentran
derivados polifendlicos, flavonoides, triterpenosy lipidostiporprenol, y ésteres alifaticos y no
alifaticos. Esta diversidad molecular proporciond resultados que contribuyen a la
caracterizacion quimiotaxondmica y corroboran el uso en la medicina tradicional siendo el
primer estudio de actividad antimicrobiana y antiinflamatoria d€ Inga jinicuil Schitdl &

Cham. ex G. Don.
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INTRODUCCION

El uso de una.gran diversidad de plantas en la medicina tradicional ha contribuido a la
bisqueda del‘aislamiento de nuevos compuestos para el empleo de posibles farmacos con
fines de uso comefcial, como son los empleados por sus propiedades antiinflamatorias y
antimicrobianas [1]¢"Asi,mismo se plantean como medicina alternativa en el tratamiento de
la inflamacién ya que algimos farmacos comerciales como son la aspirina, el ketorolaco, el
naproxeno o la piroxicam,se relacionan con efectos adversos, como es el desarrollo de una
hemorragia intestinal [2]. De igual forma el aumento de cepas microbianas con resistencia a
antibioticos ha generado una problemadtica que actualmente, se deriva a la busqueda de
nuevos compuestos con mayor efica¢ia,propiciando nuevas vias de obtencién como son los
productos derivados de origen natural qué coadyuvan en la prevencion y el tratamiento en
problemas infecciosos [3]. Las plantas de"uso medicinal tienen una gran importancia como
medicina herbolaria siendo MéXi¢o uno de-loS principales lugares con biodiversidad en
especies de las que destacan las plantas)de uso tradicional, sin embargo, en la mayor parte
de las plantas medicinales se desconocen-sus propiedades quimicas, asi como el grado de

toxicidad que puedan tener.

En este contexto, se encuentran las especies delsgénero Inga, las cuales estin distribuidos en
el centro y sureste de México junto con paises como Guatemala,)Ecuador, Colombia y Costa
Rica. Las diferentes especies de este género cuentan con reépoites de su composicion
fitoquimica, asi como algunas investigaciones en su farmacologia. Particularmente, la
especie Inga jinicuil Schltdl & Cham. ex G. Don, es conocida enMegxico con diversos
nombres como: "cuijinicuil”, "cuajinicuil” o "jinicuil", en el estado de Tabasco, es nombrada
en la lengua maya-chontal como "bujte"[4]. Sobre esta planta se tienen#pocos reportes,
principalmente etnobotdnicos, mientras que en su fitoquimica y biologia, los;reportes son
aun mas escasos. Por lo anterior, este proyecto se propone con el fin de determmar los
metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de Inga jinicuil, mediante el
aislamiento y caracterizacion estructural de los principales compuestos, valorando_su
potencial como sustancias de interés farmacoldgico y generando asi conocimiento que

permita establecer perspectivas de un mayor aprovechamiento de esta especie.
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I. ANTECEDENTES

I.1. Plantas medicinales
I.1.1 Principal uso de las plantas

Las plantas ademds‘'desser utilizadas como alimentos, también eran usadas como un potencial
curativo para padecimi€ntos que se presentaban en las diferentes culturas primitivas,
convirtiéndose como la principal fuente medicinal para prevenir y tratar enfermedades. Con
el tiempo las etnias fueron”adquiriendo mds conocimientos sobre el uso de las plantas,
convirtiéndose esta practica en’le’que ahora se conoce como medicina tradicional, en la que
se emplea las diferentes partes de laplanta para la elaboracién de infusiones, ungiientos, etc.,
[5]. Las plantas se han constituido como'la base de la medicina tradicional para mantener la
salud e incrementar la calidad de vida-del\hombre, por cientos de afios. Sin embargo, la
incidencia de los productos de.origen vegetal ha tenido variaciones en el tiempo en

procedimientos terapéuticos, en relaeion a los avances del conocimiento cientifico [6].

La Organizacion Mundial de la Salud<¢(OMS), define como planta medicinale a cualquier
especie vegetal que contiene sustancids .que pueden, ser empleadas para propdsitos
terapéuticos o cuyos principios activos pueden) servir dé precursores para la sintesis de

nuevos farmacos [7].
1.2. Metabolitos secundarios

Los metabolitos provenientes de plantas son valorados por el hombre como fuente de
principios activos para uso medicinal debido a sus constituyentes qufmicos, son llamados
metabolitos secundarios [8], que en la naturaleza funcionan como defensa qaimica, por lo
que ha generado el desarrollo de diversas estrategias de defensa contra condiciones de estrés
bidtico y abidtico como por ejemplo, defenderse del dafio que ocasionan lasthefidas y el
ataque de insectos o microorganismos patdgenos en las plantas superiores, indueichdo la
sintesis y acumulacion de compuestos de bajo peso molecular, capaces de degradan 1a pared
celular de microorganismos o que tienen la capacidad de inactivar compuestos toxicos.de
origen microbiano. Entre los metabolitos secundarios mds importantes para la salud s€

encuentran los heterdsidos, que constituyen los principios activos de muchas plantas [8,9].
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Los heterdsidos mds importantes son los antraquinénicos, cianogénicos, cardioténicos,
cumarini€os/'y sendsidos [9], al que igual que los flavonoides que son compuestos
polifendlicos fque comprenden quince dtomos de carbono, con dos anillos aromaéticos
conectados portn puente de tres carbonos. Estos metabolitos secundarios se encuentran en
todo el reino vegetalg€stin presentes en altas concentraciones en la epidermis de las hojas y
cascaras de las frutas,jugando un papel importante como metabolitos secundarios [10]. Otro
grupo importante son losttaninos los cuales se dividen en dos grupos: taninos hidrolizables
y taninos condensados. Los taninos hidrolizables son moléculas complejas con un poliol
como nucleo central (ejemplo glucosa, glucitol, 4cidos quinico, quercitol, siquimico) los
cuales son esterificados parcial o @otalmente con un grupo fendlico, por ejemplo, el acido
gdlico (4cido-3,4,5-trihidroxibenzoi€o)_e, los galotaninos. Los grupos fendlicos restantes

pueden ser esterificados u oxidados para producir més taninos hidrolizables complejos [11].
1.2.1. Botanica de Inga jinicuil

El género Inga, estd distribuido desde el centro.de México hasta Guatemala, Ecuador,
Colombia y Costa Rica. La mayoria de las*especies~de este género cuenta con escasos
reportes cientificos tanto farmacoldgicos como quimices;-dentro de ellas se encuentra Inga
Jjinicuil, 1a cual es una planta del orden Fabales, habita efi ¢climas semicalido y templado,
entre 0 y 1500 msnm., asociada a bosque tropical caducifelios Es caracteristica de sitios
abiertos, laderas de montafas bajas y cafiadas, pastizales, terfenos planos con lomerios
suaves, margenes de rios y arroyos [12,13]. I jinicuil es conocido en Tabasco, Veracruz y
Chiapas como “jinicuil”, “cuajinicuil”, “cuinicuil”, “cuijinicuil” y nembrada en la lengua
maya-chontal como "bujte" [4,14]. Es un drbol de aproximadamente 15-20 mde altura y 30
cm de didmetro normal del tallo. Presenta ramas ascendentes y una copa pequeiia e irregular.
Sus raices son tubulares y su corteza externa es lisa, palido grisicea con numerosasdénticelas
en lineas horizontales y algunos anillos horizontales; la corteza interna es pélida, amarillenta
y granular. Su flor es de color blanco y el fruto es una vaina que en su interior contienejlas
semillas cubiertas con una pulpa blanca que es comestible, consumiéndose en jaleas, bebidas
o directamente del fruto [14,15,16]. En los dltimos afios se ha considerado un ndmere

creciente del uso de Inga jinicuil como arbol madre en la agricultura [15,16]. Su uso como
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arbol ornamental es recomendable en la repoblacion de las cuencas hidrograficas [17]. En la

Tabla 1 s€ muestra la clasificacion botanica de Inga jinicuil.

Tabla 1. Clasificacion botanica de Inga jinicuil

PHYLLUM PLANTAE
SUBPHYLLUM Spermatophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Magnoliopsida
ORDEN Rosidas
FAMILIA Fabales
SUBFAMILIA Leguminosas
GENERO Inga
ESPECIE dnga jinicuil Schitdl & Cham. ex G. Don
SINONIMO dnga paterno Harms

L.3. Estudios etnobotanicos de Inga jinicuil y el géneroInga

Algunas comunidades indigenas de la region maya-chontal’deiMéxico y del Amazonas
hierven las semillas en agua salada y las utilizan como aperitivé_0.complemento en guisos
tradicionales [18]. Las partes aéreas se emplean en la medicina tradiciénalpara el tratamiento
de problemas parasitarios e infecciosos [19]. Una mezcla de semillas’ y_hojas también se
utiliza como remedio antidiarreico y antirreumatico en las comunidades rurales'de Veracruz
y Tabasco [19,20]; esta planta también se utiliza para las enfermedades gastromiestinales en

forma de infusién hecha con las hojas y de la corteza [21].

En el caso de Inga edulis, otra especie del género Inga se le atribuyen propiedades
astringente, antioxidante, depurativa, diaforética, citotdxica, pectoral, antiftingica,
antibacteriana, a la cual se le atribuye también para contrarrestar la fiebre, gripa, vomito,

diabetes, gastritis, reumatismo a esta se le da un uso en forma de infusién a esta planta como
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té o aplicando directamente la savia. [18,19,21]. Por lo anterior cabe mencionar que Inga
Jinicuil eS una especie que solo cuenta con estudios etnobotdnicos y no se registran estudios

fitoquimicos.
1.4. Estudios farmacologicos y fitoquimicos de Inga jinicuil y el género Inga

Existen pocos informes sebre la actividad fitoquimica y biolégica del género Inga jinicuil.
Un reporte reciente destacala actividad antibacteriana de los extractos orgénicos de las hojas
de Inga semialata, que._mostraron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus y Klebsiella
pneumoniae, asociados a infecciones;.el andlisis de los extractos reveld la presencia de
compuestos tales como acido galico,.epicatequina y rutina [18]. Igualmente se encuentran
estudios que estdn asociados a la actividad antimicrobiana de sus extractos [22-25]. En el
caso del extracto diclorometano agpartit de las hojas de Inga edulis, se demostré una
actividad antibacteriana moderada<(CMI 7,0 mg/mL) contra dos cepas de S. aureus; para I.
laurina se ha reportado su efecto_antimicrobiano contra bacterias orales aerobias y
anaerobias, mientras que el estudio quimico del eXtraete activo se determiné por CG-EM,
encontrando terpenoides, dcidos grasos y ésteres [22-25]"-A pesar de los diversos usos de la
especie 1. jinicuil en la medicina tradicional delSureste de'M¢xico, sélo se han reportado el
andlisis de su actividad antimicrobiana en los extractos de heXano y cloroformo en semillas,
donde los extractos demostraron ser activos contra S. «aureus 25923 'y Listeria

monocytogenes 244, con una CMI de 100 pg/mL para cada microorganismo [26].
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I1. JUSTIFICACION

El uso inadgcuado de medicamentos para el tratamiento de procesos inflamatorios, asi como,
la aplicacidn indiscriminada de antibidticos para el combate de infecciones bacterianas, han
generado problemads'de salud graves en la poblacién a nivel mundial. Estos padecimientos
dan una pauta a la bisqueda de nuevas alternativas terapéuticas, a partir de los productos de
origen natural como Son™las plantas medicinales. Una planta empleada en la medicina
tradicional del estado de (Tabasco es Inga jinicuil, la cual ha sido poco estudiada en su
fitoquimica, por lo que ayudard patra contribuir en esta drea, aportando informacion relevante
en la composicion quimica de‘sus*partes aéreas (corteza y hojas) asi como, explorar los
efectos antiinflamatorios y antibactérianos de los extractos organicos de estos Organos

vegetales, correlacionando el perfil fitoquimico con la actividad bioldgica.
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I11. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
II1.1. Hipétesis

La corteza y hojaside Inga jinicuil contienen metabolitos secundarios con potencial actividad

antiinflamatoria y, antibacteriano.

II1.2. Objetivos
I11.2.1. Objetivo general

Caracterizar quimicamente y evaludr el-potencial antiinflamatorio y antibacteriano de los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en extractos de las partes aéreas de Inga
Jinicuil

I11.2.2. Objetivos especificos

1) Obtener extractos de las partes aéreas (eorteza‘y hojas) de Inga jinicuil, con disolventes
de polaridad creciente: n-hexano, diclorometano ymezcla de etanol-agua.

2) Identificar los metabolitos secundarios‘mayoritarigS en extractos de Inga jinicuil
mediante técnicas cromatograficas y espectrométricas: CLAR-DAD y CG-EM.

3) Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos en el modelo de edema en oreja de
ratén inducido por TPA.

4) Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos en cepas de mtérés clinico.

5) Realizar el aislamiento cromatogréfico del extracto con mayor bioactividad
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IV. METODOLOGIA

La metodologia de la investigacion se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de metodologia general.

IV.1. Obtencion y extraccion de Inga jinicuil.

Se colectd el material vegetal en una hacienda cacaotera del ejido Libertad 5ta seccion del
municipio de Cunduacan, Tabasco con coordenadas (latitud N 18°09'07.5924" -longitud W
93°23'15.2736") los especimenes se encontraban en edad madura, asi mismo se0btuvo una
muestra para herbario, la cual se asigné el nimero de vaucher (36576) el arbol de Inga

Jjinicuil empleado se observa en la Figura 2, donde se describe el procedimiento para.la

obtencidn de los extractos de Inga jinicuil.
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Figura 2. Metodologia de procedimiento para obtener los extractos finales

Se colectaron muestras vegetales dey(corteza y hojas) de Inga jinicuil, las cuales se secaron
a temperatura ambiente en la oscuridad durante/72 h, después se tamiz6 en molino Pulvex
MP300 con tamafio de particula (4-6 mm). Los extractos se obtuvieron por maceracion en
solventes de polaridad creciente: n-hexano, diclofometano y una mezcla 60:40 de etanol:
agua (hidroalcohdlico), realizdndose cadd extracciénspor triplicado, posteriormente se
filtraron y se concentraron en un rotavapor. (Heidolph (G3), luego se liofilizaron (Heto
Drywinner DW3), para finalmente obtener seis extractoS: )corteza (n-hexano Ij-CH,
diclorometano Ij-CD, hidroalcohdlico Ij-CHac) y hojas (n-hexano Ij-HH, diclorometano
Ij-HD, hidroalcohélico Ij-HHac).

IV.2. Analisis por CLAR-DAD

Los extractos de mediana y alta polaridad (Ij-CD, Ij-CHac, Ij-HD y Ij-HHac) fueron
analizados por cromatografia liquida de alta resolucion, se muestra un esquema general del

proceso en la Figura 3.
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LCromat(}grafn JI Detector JI_

Jeringa (Ij-CD, i
Ij-CHac,Ij-HD v
Ij-HHac)

Disolvente
AvB

Columna SupelcosilL.C-E | Registrador |
| (diametro de columna® 4.6, Tiempos de retencion (tR)
* x 250 mm) i bandas  de  absorcion '

* caracteristicas (nm)

Figura 3. Esquema de anélisis CLAR

Los andlisis de cromatografia liquida de alta résolucion (CLAR) se realizaron para cuatro
extractos: dos de polar media y dos de polaridad alta«Ij-CD, Ij-CHac, Ij-HD y Ij-Hhac).
El equipo empleado estd equipado con un(sistema dé¢ m6dulo de separacién Waters 2695,
con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2695 y"el"software Empower Pro (Waters
Corporation, Milford). Las separaciones se realizaron empléando una columna Supelcosil
LC-F (didmetro de columna 4.6 mm x 250 mm, con tamafiode particula 5 um) (Sigma-
Aldrich). La fase mdvil se prepard con un sistema de solucidn acuosa acidificada con dcido
triflouroacético al 0.5% como disolvente A y acetonitrilo como disolvente B, con un sistema
de gradiente: 0-1 min, 0% de B; 2-3 min, 5% de B; 4-20 min, 30% de B;21-23 min, 50% de
B; 24-25 min, 80% de B; 26-27 min, 100% de B; 28-30 min, 0% de B. Con una velocidad
de flujo que se establecié a 0.9 mL/min con un volumen de inyeccién de 10 pL.por cada
muestra. Las absorbancias se midieron a 270 nm como se observa en la Figura=3_[27]. El
andlisis de los resultados se realiz6 mediante una identificacién preliminar de 10s picos
obtenidos por comparacién con los tiempos de retencion (tR) y las bandas caracteristicas en

UV-Vis de estandares conocidos y datos obtenidos de la literatura.
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IV.3. Analisis CG-EM

Los extractgs.de baja polaridad como (Ij-CH y Ij-HH) se analizaron mediante cromatégrafo
de gases acoplado.a espectrometria de masas (CG-EM), se muestra un esquema general del

proceso en la Figura'4.

* Inyeccion . Jeringa Ij-CHy ——p' e masas cuadrupolar
| (controlador de flujo) j— I} HH |_ simple 5972N Agilent

* Inyector |

" Software I

b o— —

Columna HP-
5MS

Figura 4. Esquema de andlisis CG-EM

El andlisis de la composicién quimica de los extractos de ‘bajapolaridad (Ij-CH y 1j -HH),
se realiz6 mediante el uso de un cromatégrafo de gases Agilenty6890 plus, acoplado a un
detector de espectrometria de masas cuadrupolar simple, (modelo 5972N (Agilent
Technology) como se observa en la Figura 4. Para el andlisis de compuestos voldtiles se
empled una columna capilar HP SMS (25 m de longitud, 0.2 mm de diametro interior, con
una pelicula de 0.3um de espesor). La temperatura utilizada se ajusté a 40.°C durante 2
minutos, luego se programé a 40-260 °C durante 10 minutos y se mantuye ‘durante 20
minutos a 260 °C. Las condiciones usadas para el detector de masas fueron las siguientes: la
temperatura de la interfase a 200 °C con un rango de adquisicién de masas de 20-550.4.m.a.
Las temperaturas del inyector y del detector empleadas se fijaron a 250 y 280 °C,
respectivamente. Por dltimo, el modo de inyeccion se llevé a cabo con 1 uL. de cada fraccign
(solucién de 3 mg/mL). El gas portador (helio) con flujo de 1 mL/min. La identificacion de

los compuestos voldtiles se realiz6 comparando sus espectros de masas con los de la
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Biblioteca) 1.7 del Instituto Nacional de Estdndares y Tecnologia de los Estados Unidos

(NIST) y‘comparédndolos con los datos de la literatura [28].
IV.4. Pruebas.bioldgicas.

IV.4.1. Actividad-antiinflamatoria

La evaluacion de la aetividad antiinflamatoria se realizé en los seis extractos obtenidos de
Inga jinicuil (Ij-CH, 1j<CD; 1j-CHa, 1j-HH, 1j-HD y Ij-HHa) en el modelo de edema
inducido por TPA en oreja de raton, en el Laboratorio de Farmacologia del Centro de
Investigacion Biomédica del Sur(CIBIS), el diseiio experimental fue aprobado por el Comité
de Etica del Instituto Mexicano(del Seguro Social (R-2020-1702-008), la inflamacién

auricular se indujo siguiendo el método.que se describe en la Figura 5.

/ T= 8 gfupos Condiciones
v 1j-CH, 1j-€D, Ij- »>Ratones macho ICR
: T CHac, IjsHH, Ij-HD, (n=5)

i o Ij-HHac, >0, =TPA

1 grupo control,
oz 1 grupo indometacina,

Condiciones Toma de muestra
e = »0-=TPA

Porcentaje de-
inhibicién

C =1 grupo TPA €T

- — X100
C

Figura 5. Esquema para la evaluacién de la actividad antiinflamatoria

Los extractos se evaluaron en el modelo de inflamacion auricular que se indujo“deracuerdo
al método descrito en la literatura [31]. El cual consiste en una dosis de 1.0 mg/oreja-para la
evaluacion de cada uno de los extractos. Mientras que el grupo control se le admifistro
acetona como vehiculo, como grupo de control positivo antiinflamatorio se utiliz6
Indometacina (Indo, Sigma-Aldrich) 1.0 mg/oreja. Todas las muestras se disolvieron en

acetona y se aplicaron tépicamente en ambas orejas, inmediatamente después se administro
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la solacién de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA, Sigma-Aldrich) como agente
inflamatoriof Seis horas después de la administracion, los animales fueron sacrificados por
dislocacidn ceryical. Por tltimo, se tomaron secciones circulares de 6 mm de diametro de la
oreja tratada (t)'y no tratada (nt), que se pesaron para determinar la inflamacién como se
observa en la Figura5, con los pesos obtenidos se calcula el porcentaje de inhibicién que se

obtuvo empleando la siguiente expresion:

% de inhibicién = [Dw ¢ontrol - Dw tratado / Dw control] [100]
Donde: Dw = wt — wnt
wt: peso de la seccion de la greja tratada

wnt: peso de la seccion de la orejatho tratada

IV.4.2. Actividad antibacteriana.

Los seis extractos se evaluaron mediante_el analisis'de concentracion minima inhibitoria
(CMI) contra las cepas bacterianas gram positivo ATCC: Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (Sal; ATCC 43330, Staphylococcus” aureus (Sa2; ATCC 29213),
Staphylococcus epidermis (Sel; ATCC 12228), Staphylecoecus epidermis (Se2; ATCC
35984), asi como bacterias gram negativo Escherichia®coli (Ecl; ATCC 25922),
Enterobacter cloacae (Ec2; ATCC 700323), Enterococcus fecalis (Ef; ATCC 29212),
Klebsiella pneumoniae (Kp; ATCC 700603), Pseudomona aeruginosa (Pa; ATCC 27853) y
un aislado clinico de Staphylococcus haemolyticus (Sh; 1038) gram positivo. Las cepas se
resembraron en agar antibidtico n° 1 (Bioxon, México) durante 24 h a 37 °C:\La cepa del
aislado clinico de S. haemolyticus fue proporcionada por el Hospital Generalsde)Acapulco,
Estado de Guerrero, México, al Banco de Bacterias de la Universidad Auténomade Guerrero

(UAGro). La metodologia empleada se describe en la Figura 6.
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> Extractef Condiciones
> Cepas » Bacterias en Agar antibioticoa 37 °C/24 h
Ficioriuas »Escala 0.5 MacFarland(1.5x108 UFC/mL)
Bacterias C1y C2: Controles de viabilidad
Y. . -r
8 O -
§ ’0’*l \
3] ) = =
= By
9 < D ¢ é
o - — - - -
5 b e : CMI
= P OO OCOOC »30 pL Sol. al 0.05 % de MTT,
r & =, prueba de viabilidad
Desechar C+ gentamicina

Microplacas estériles de 96 pocillos

Figura 6. Esquema de ensayos para CMEpor el'modelo de dilucién en caldo

Para la preparacion de los indculos ‘sevemplearon.cultivos los cuales se incubaron por 24
horas a 37 °C, seguidamente, se tomaron de 3 a 4'colonias de cada cepa para dilucién con
caldo Miieller-Hinton (MHDb), estos se ajustaron con la‘escala de 0.5 MacFarland (1,5x108
UFC/mL). Posteriormente, se realiz una dilueién con agua destilada para obtener 1x10*

UFC/mL.

Los extractos se determinaron mediante el método de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por dilucién en caldo por microdilucidn [32]. Se emplearon 50mg/mL de cada una de
las muestras las cuales se disolvieron en una mezcla de DMSQ@-agua (20:80), las
concentraciones utilizadas fueron 3.37, 6.75, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL. Las pruebas se
realizaron empleando microplacas estériles de 96 pocillos, a las que se aafiadieron las
muestras mas 200 uL de MHb, por tltimo, se adicionaron 2 pL de inéculo (1x10#UFC/mL).
Los controles de viabilidad utilizados fueron: MHb+DMSO+inéculo y MHb+ inéctiloy'como
antibiotico de referencia se empled gentamicina (C+, 100 pg/mL; Sigma Aldrich).
Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, terminando el tiempo de
incubacién se determiné la CMI, afiadiendo 30 pL de soluciéon (0.05%) de bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5, difenil tetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich) en cada pocillo, para
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determinar la CMI, se observo la viabilidad, si se presentaba un desarrollo purpura indicaba
la viabilidad de las bacterias; si no se desarrollaba este color, se interpreté como la no

viabilidad de da bacteria.

IV 4.3. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos de la actividad antiinflamatoria, se expresaron como media +
error estdndar de la media’(SEM), y la significacion estadistica se determindé mediante un
analisis de la varianza (ANOVA), los valores se consideraron con un nivel de confianza del
95% (*p < 0,05) y seguido de laprueba de Dunnet comparando cada uno versus Indo. Todos
los andlisis se realizaron con el _programa estadistico IBM SPSS ver. 23.0 (GraphPad

Software, IBM, EE.UU.).
IV.5. Fraccionamiento del extracto de Inga jinicuil

El aislamiento se llevd mediante Separacioneen’ columna cromatografica mientras que el
seguimiento de la separacion se analizé mediante cromatografia en capa fina (CCF), las
reunieron se agruparon de acuerdo a se-gimilitud en el perfil cromatogréfico. El desarrollo

de este proceso se muestra en la Figura 7.

Concentrado de fracciones

W~ |G

Fraccionamiento ;‘—“ ‘,
Extracto Ij-CD ~ en cromatografia . | %

en columna

=

] —4-
— g CaRs (o E CaRS
Sistema Hexano.
Acetato de etilo
(&:2)
Compuesto Monitoreo mediante cromatografia en capa fina

aislado C4-R5

Figura 7. Esquema para fraccionamiento en cromatografia en columna
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IV.6. Caracterizacion mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La caracterizacion del compuesto C4RS (IJAGC4-RS, 5.6 mg), se realiz6 mediante

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y 'C, se muestra un esquema general del

proceso en la Figura 8-

Muestra (Ij-
CDC4-RS, 5mg)

l Consola de RMN

L Magneto ]
Figura 8. Esquema del equipo de Resonancia Magnética Nuclear {33].

El compuesto aislado C4-RS (5.6 mg) se disolvié en 0.650 uL. de;€DCl; con tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna, se emplearon tubos para RMN marca-Duran® de 5 mm de
diametro, los experimentos unidimensionales de 'H y '*C se llevaron accabo en un equipo
Bruker Ascend 600, a una frecuencia de resonancia de 600 MHz para 'H y de 150 MHz para

13C. Apartir de los espectros obtenidos se realizé la elucidacién estructural [33]:
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CAPITULO
V
RESULTADOS Y'DISCUSION
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1. Obtenciéon y Rendimiento de los extractos de Inga jinicuil

Se colect6 el material vegetal en una comunidad de Cunduacén, Tabasco con coordenadas
(latitud N 18°09'07.5924", longitud W 93°23'15.2736") asi mismo se obtuvo una muestra
para herbario, asigndndose el nimero de voucher (36576), el arbol de Inga jinicuil empleado

se observa en la Figura 9.

Figura 9. Arbol de Inga jinicuil.

Los rendimientos para cada extracto de Inga jini¢uil se presentan en la Tabla 2. Se obtuvieron
tres tipos de extractos (en orden de polaridad creciente) e la corteza (Hexano Ij-CH,
Diclorometano Ij-CD, e Hidroalcohélico Ij-CHac) y tres més de las hojas (Hexano Ij-HH,
Diclorometano Ij-HD, e Hidroalcohdlico Ij-HHac).

Tabla 2. Porcentajes obtenidos de los extractos de Inga jinicuil

Extracto n-hexano Diclorometano Hidroalcohdlico

(% rendimiento) (% rendimiento) (% xendimiento)
Extracto corteza 0.095 0.82 0:25
Extracto hojas 0.95 1.02 4.65

V.2. Analisis por CLAR y espectros UV-Vis de extractos polares de Inga jinicuil,

En el andlisis por CLAR de los cuatro extractos polares (Ij-CD, Ij-CHac, Ij-HD e Ij-HHac)
de corteza y hojas de Inga jinicuil permiti6 la determinacién de un total de 21 picos de

acuerdo con sus tiempos de retencion (tr), como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Cromatogramas CLAR de los extractos de corteza (Ij-CD, Ij-CHac) y de hojas (Ij-HD, Ij-
HHac). Los picos estan numerados en orden,ascendente segun sus tiempos de retencion (A =270 nm)

Los picos en los cromatogramas pueden' diferenciars€ en dos grupos principales. El primer
grupo que engloba a compuestos relativamente. mds peolares, presentd catorce picos con tr
entre 8 y 12 minutos, mientras que fue posible la identificaciéon de un segundo grupo de
compuestos, con siete picos que mostraron una polaridad selativamente mds baja, al

presentarse en un rango de tr de 26-29 minutos.

Se realizé una asignacion fitoquimica preliminar a los picos encontrados,; basandose en los
tiempos de retencidn, los cuales se compararon contra los reportes de estdndares
determinados en condiciones cromatograficas similares, ademas de compararse las bandas

representativas de los espectros UV-Vis.

El resultado de este perfil fitoquimico preliminar se resume en la Tabla 3.
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Tabla 3. Perfil fitoquimico preliminar mediante andlisis CLAR-UV-Vis de los extractos polares de

corteza y*hojas de 1. jinicuil

Pico Tlerf{po de‘ Ban(.l? s de Extracto (s)* Compues’t 0 al que Referencia
retencion (min) absorcion (nm) es afin**
220.4, 261.6, p . Estandar
1 846 2047 [ ] Ac. Protocatecuico (34, 35]
Derivado de ac. Estandar
2 8.58 249.8,273.6 * Protocatecuico [34, 35]
Derivado de éc. Estandar
3 8.58 218.1,276.9 [ ] Gilico 36, 37]
Flavona glicosilada. .
4 3.66 212:2, 251.5, 5 Derivado de Estandar
’ 352.9 . [38, 39]
apigenina
219.2,249.8, . Estandar
5 8.75 9734 . Lignano [40, 41]
6 . 215.7, 26938, on FlaVDOfc‘?i Vg;icé’sgiada' Estdndar
’ 337.4 .. [50, 51]
apigenina
Derivado de ic. Estandar
7 8.85 219.2,279.3 [ ] Gilico 49, 50]
3 3.86 215.7.308.9 o Derlvad? fie ac. Estandar
Cumarico [42]
Flavona glicosilada.
9 8.91 207.5,269.8,335.1 a Derivado de [38, 39]
apigenina
10 9.18 249.8 oCem Terpeno [44]
11 9.58 245.1 ooem Terpeno [44]
209.9, 294.7, Derivado de
12 9.96 333 6 oo cumarina [45, 46, 47]
13 10.03 276.9 ° Der1Yad0 de gala}to Estindar
de’epigalocatequina  [48]
14 12.30 235.7,266.3 ooe Terpeno [44]
219.2,273.4, Derivado del ac.
15 26.91 93 5 m] Vanilico [49, 50]
16 28.01 204, 248.6 onem Terpeno [44]
17 28.11 278.1 . Derivado dg.galato ¢,
de epigalocatequina
245.1, 278.1, Derivado de
18 28.21 3279 ° cumarina [45, 46, 47]
19 28.43 201.7,261.6 onem Derivado de pQtandar
salicilato [51]
20 28.65 200.5, 263.9 onem Derivadode  @iggndar
salicilato [51]
21 28.81 263.9 onem Derivadode  ESdgghr
salicilato [51]

* Extracto(s): Extracto de corteza, @ (Ij-CD), m (Ij-CHac); extracto de hojas, o (Ij-HD), o (Ij-HHac).
**Los compuestos se sugirieron mediante una comparacién preliminar del tiempo de retencién (tr)-y las

bandas de UV-Vis con los estdndares y los datos de la literatura.

Como ya se menciono, este andlisis preliminar de los metabolitos presentes en los extractos,

se realiz6 para los 21 picos encontrados en los cromatogramas. En el anexo II se incluyen
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los 21%espectros UV-Vis analizados y a continuacién se presenta el proceso efectuado para

cuatro picos/representativos.

El primer pico.con tR en 8.46 min se encontrd presente Unicamente en el extracto Ij-CHac,
su espectro UV-Vi§ se presenta en la Figura 11 en donde pueden observarse tres bandas de
absorciéon méaxima €n-220.4, 261.6 y 294.7 nm las cuales son caracteristicas de &4cidos

aromaticos hidroxiladoss:

00252287
00201 2204
0.015- f
2
0.010- ?1\5
7z X 29477
0.005- \/
0.000 oy o SR - S S TN
220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.06°340:Q0 360.08_380.00 400.00 420.00 440.00
nm

Figura 11. Espectros UV &cido protocatecuico de Ingajinicuil

A partir del pardmetro de tR y las Amax y comparando con laditesatura [34, 35] se observo
que coinciden con las del estandar del 4cido protocatecuico en eondiciones semejantes de
separacion cromatografica, un resumen de las propiedades de este'compuesto se presenta

en la Tabla 4.

Tabla 4. Asignacion del acido protocatecuico obtenido de Inga jinicuil

Estructura y nombre Datos relevantes

o) OH

tR=8.46 min

Aimax=220.4, 216.6 y 294.7 nm

Actividad biolégica: Auxiliar en la
inflamacién asociado alergias, asma,
anticancerigena como antioxidante

OH
OH

Lo . Referencias: 34,35
Acido protocatecuico
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AsimiSmo, se observa el pico 8 con tR de 8.86 min, el cual se encuentra solo en el extracto
de Ij-CDy en la Figura 12 se presenta el espectro UV con las bandas en 215.7 y 308.9 nm

que pueden attibuirse a un 4cido cindmico hidroxilado.

8.867

0.022
0.020915 7
0.018
0.0161
0.014]
0.012]

2 0010
0.0081
0.006
0.004]
0.002
0.000

308.9

220.00 240.00 260.00 280.00 30046=220.00 340700, 360.00 380.00 400.00 420.00 440.00
am

Figura 12. Espectros UV derivado de cumarina de Ingd jinicuil
El tR y Amax fueron una pauta para la identificacion de este pico como un derivado del 4cido
cumarico [42] cuyas propiedades principales s€ presentan.en la Tabla 5. Cabe sefialar que en
el proceso de separacion cromatografica que se describe mas-adelante se logro el aislamiento

de este derivado con un analisis mas detallado de su estructura:

Tabla 5. Descripcion de derivado de cumarina

Estructura y nombre Datos relevantes

(0] tR=8.86 min

XN Amax=215.7 y 308.9 nm
OH

Actividad biolégica: Antiinflamatorio€n
proceso cardio vasculares

HO

Derivado de dcido cuméirico Referencias: 42

Dentro de los compuestos menos polares se encuentra el pico 15 en el extracto Ij-HHac,

que presenta tR de 28.01 min que se puede observar en la Figura 13, el espectro de UV

3117:535961229
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que presenta bandas de absorbancia en 204.0 y 248.6 nm las cuales se atribuyen a un

acido féndlico metodxilado.
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Figura 13. Espectro UV derivado de dcido vanilicode Inga jinicuil

Los datos de tR y Amax del pico 15 se compararon consos reportes en la literatura para el
estdndar 4cido vanilico en condiciones cromategtaficas simtilares [49, 50], un resumen de las

propiedades de este compuesto se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de derivado de 4cido vanilico de Inga jinicuil

Estructura y nombre Datos relevantes

o) OH

tR=26.91 min

Amax=219.2, 273.4 y 293.5 nm

Actividad biolégica: Analgésica,
OCHj; antimicrobiana y antipalidica

OH

. . . Referencias: 49 y 50
Derivado de acido vanilico

El pico 19 que se encuentra presente en todos los extractos analizados (Ij-CD, Ij-CHac;

Ij-HD y Ij-HHac) present6 un tR de 28.65 min y el espectro de UV con bandas de
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absorbancia 200.5 y 263.9 nm, las cuales son consistentes con un derivado de 4cido
salicilico como se observa en la Figura 14.

28.650
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0070{
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Figura 14. Espectros UV derivado de salicilato de Iiga jinicuil

La asignacion del pico 19 como un derivadosde salicilatoestd sustentada por la comparacién

con los datos reportados en la literatura [51] las propiedades se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripcion de derivado de salicilato de Inga jinicuil

Estructura y nombre

Dates relevantes
o tR=28.43 min
0,R Amax=201.7 y 261.6 nri
Actividad biolégica: Analgésica,
OH

antiinflamatoria y antipirética
Derivado de salicilato

Referencias: 51

El analisis realizado en los extractos de polaridad media y alta de corteza y hojas*de Inga
Jjinicuil corresponden al primer reporte preliminar de estudio fitoquimico en esta espécie. Al
comparar estos resultados con los reportes para otras especies del mismo género, se encontrd

similitud en el perfil fitoquimico, ya que otras especies del género Inga presentan polifenoles

con importancia bioldgica, como es el caso de Inga semialata, Inga edulis e Inga laurina,

UJAT-DACB

+ iThenticate

Pagina 46 de 94 - Engrega de integridad

> [ =» <

M.C. Ammy Joana Gallegos Garcia
Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229



+ iThenticate Pagina 47 de 94 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229

o
Perfil fitoquimico de los extractos de corteza y hojas de Inga jinicuil con actividad g‘f = ';
antiinflamatoria y antibacteriana. ‘i&&",g;

en dornide se han identificado también compuestos como 4dcido gélico, dcido protocatecuico,
epicatequina; apigenina y lupeol por mencionar algunos, que actualmente tienen estudios

farmacol6gicgs,con diversas actividades, una de ellas la antiinflamatoria [51, 52].

V.3. Perfil quimico\de los extractos hexanicos de corteza y hojas de Inga jinicuil por
CG-EM

El andlisis de los cromategramas CG-EM de 1j-CH e Ij-HH [Figuras 15 y 16] permiti6
identificar 21 compuestos,_7“de ellos se encontraron sélo en el extracto de corteza, 11
compuestos aparecieron en el analisis del extracto de hojas, y 3 son comunes en los dos
extractos de ambos Organos. Los21 eompuestos se presentan en la Tabla 8 ordenados segun

su orden de elucion.

(37)
36)
y @)
E 27)
=]
2
-
(33)
@6 |25 (35)
@3) )JJ,LA..J\LM N ARV 3
(22)
L._ T 1 | Ill ll_'_' T — T T T T T T
0 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (min)

Figura 15. Cromatograma CG del extracto Ij-CH. Los picos estdn numerados en orden aseendénte segiin

los tiempos de retencidn.
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Figura 16. Cromatograma CG del extraeto hexanice dj-HH. Los picos estdn numerados en orden
ascendente segun los tiempos de retencion.

En la Tabla 8 presenta una lista de los compuestos ordenados segiin su tiempo de retencion,

asi como su % de abundancia.

Tabla 8. Compuestos fitoquimicos identificados en los extractos hexanmicos de la corteza (Ij-CH) y las
hojas (Ij-HH) de Inga jinicuil por CG-EM.

Pico tR* PM Extracto(s), Compuesto**
* (%)**

22 17.80 268.5 A, (1.07) 10,14-trimetilpentadecan-2-ona

17.75 A, (1.18)
23 17.80 296.5 A, (1.07) 3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-én-1-ol
24 18.55 270.5 A, (1.04) Hexadecanoato de metilo
25 18.61 276.3 A, (0.88) 7,9-di-terc-butil-1-oxaspiro (445) \deca-6,9-

dieno-2,8-diona

26 18.68 270.5 A, (3.83) Hexadecanoato de etilo

18.61 A, (0.88)
27 20.51 296.5 A, (11.74) Fitol
28 20.60 298.5 A, (3.14) Octadecanoato de metilo

20.47 Am (0.44)
29 22.53 324.5 A, (1.35) 4,8,12,16-tetramethilheptadecan-4-ol
30 24.63 390.6 A, (0.80) Ftalato de diisooctilo
31 27.76 380.6 A, (1.62) 15-tetracosenoato de metilo
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32 29.19 518.7 A, (1.02) Tetradecanoato de 3, 3a,4, 6a,7,8,9,10, 10a,

10b-decahidro-3a, 10a, dihidroxi-5-
(hidroximetil)-2, 10-dimetil-3-oxobenz [e]
azulen-8-ilo

33 29.21 410.7 A, (5.98) Escualeno

34 30.05 408.8 A, (12.55) Nonacosano

35 31.95 4167 A, (3.74) -Tocoferol

36 32.44 436:8 A, (16.66) Hentriacontano

37 33.07 430.7 A . (40.49) o-Tocoferol

38 36.91 424.7 A, (26.74) Lup-20 (29) -en-3-ona

39 37.39 426.7 A, (16.43) Lupeol

40 38.35 438.7 A, (38.61) 24-metilencicloartan-3-ona
41 38.64 412.7 N, (2.27) Estigmast-4-en-3-ona

42 41.85 440.7 Ag(4.99) 24-metilencicloartanol

*tR= tiempo de retencién (min); PM=Peso-molecular (uma).

**Extractos: extracto de corteza (A (Ij<~BH) y extracto de hojas (A (Ij-LH). Entre paréntesis se presenta
el porcentaje de abundancia relativa para‘cada pico.

**Comparado con la Biblioteca del Instituto/Nacional de Normas y Tecnologia (NIST).

Los compuestos mds abundantes detectados para Ij-CH y Ij-HH se presentan en la Tabla
9, se presentan sus estructuras quimicas'y se comparan con reportes de su presencia en otras

especies del género Inga.

Tabla 9. Compuestos de mayor abundancia (IJ-€H y Ij-HH) de Inga jinicuil encontrados en el anlisis
por CG-EM. reportados en otras especies por CGEM.

Estructura y nombre Datos relevantes
CH, *% de la muestra= A (12.55), pico= 34
Reportes previos: Inga laurina propiedades
CH3 antioxidantes
Nonacosano Referencia:54
CH, *% de la muestra= A“(16.66), pico=36
Reportes previos: Inga laurina
CH3 hidrocarburo
Hentriacontano Referencia:52,53
CHs oty CH, #% de la muestra= A (40.49), pico=37

HO. CH, )
‘ Reportes previos: No reportado
previamente en especies del género Inga.

H,;C . ..
3 Posee propiedades antioxidantes

CH,

a-Tocoferol Referencia:49
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*% de la muestra= A (26.74), pico=38

Reportes previos: Inga laurina propiedades
antimicrobianas

Referencia:54

*% de la muestra= A (16.43), pico=39

Reportes previos: Inga edulis e inga
semialata propiedades antioxidantes

Referencia:52,53

*% de la muestra= A (38.61), pico=40

Reportes previos: No reportado
previamente en especies del género Inga.
Posee propiedades antiinflamatorias

Referencia:49

24-metilencicloartan-3-ona

*% Extractos: extracto de corteza (A (Ij-CH) g extractondeé hojas (A (Ij-HH), nimero de pico en
cromatograma.

Cabe destacar que este es el primer reporte desandlisis CG*EM de extractos hexédnicos de
Inga jinicuil. Los datos reportados de algunas especies del généro coinciden con algunos
presentes en Inga jinicuil, como son nonacosano y lupeol. De igual manera se reporta por
primera vez la presencia de los siguientes compuestos en Inga: hentriacontano, a-tocoferol,
lup-20(29)-en-3-ona y 24-metilenocicloartan-3-ona, asi mismo estos compuestos presentan
actividad bioldgica como antioxidante y antimicrobiana, reportada en la literatura como se

observa en la Tabla 9.
V.4. Actividad antiinflamatoria de los extractos organicos de Inga jinicuil

Los resultados correspondientes al estudio antiinflamatorio de los extractos orgdnicos se

presentan en la Figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicién de/la inflamaeién (%) de los extractos Ij-CH, Ij-CD, Ij-CHac, Ij-
HH, Ij-HD, e Ij-HHac de Inga jinicuil edhdometacina (Indo) en el edema inducido por TPA en oreja de

ratén a 1,0 mg/oreja. Los valores se presefitan'como médias + error estindar de las medias (SEM). n = 5.
ANOVA, con postest Dunnet con *p < 0,05 en/comparac¢ion'€on Indo.

Se observa que a la misma dosis de 1.0 mg/oreja, todos,los extractos mostraron actividad
antiinflamatoria. Para el caso de la corteza, el{porcentaje.de.inhibicion del extracto hexdnico
(Ij-CH) fue del 34.6 = 3.0%, mientras que el éxtracto diclorometanico (Ij-CD) inhibi6 la
inflamacién en un 67.3 + 2.0% y el extracto hidroalcohdlico (Ij-€CHac) presento este efecto
en un 24.4 +1.0 %. Para los extractos obtenidos a partir de hojasy’el correspondiente a la
fraccion hexanica (Ij-HH) mostré una actividad antiinflamatoria del’34.9 + 1.3% en el
modelo probado, el extracto diclorometanico (Ij-HD) tuvo efecto del 23.0'+ 1.0%, mientras
que la fraccién hidroalcohdlica (Ij-HHac), exhibié un porcentaje de inhibicién de la
inflamacién del 49.6 + 1.0%; para indometacina (Indo), utilizado como“farmaco de
referencia, el porcentaje de inhibicién fue del 75.5 + 2.2%. Como puede observarse, los dos
extractos con mayor actividad antiinflamatoria fueron Ij-CD, seguido de Ij-HHae; la
comparacion estadistica entre las actividades antiinflamatorias de los extractos y el farmaco
de referencia revel6 diferencias significativas (p < 0.05). Por lo que ningun extracto alcanz6

un efecto igual o superior al de indometacina, sin embargo, los resultados mostraron que los
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extractos de corteza y hoja de Inga jinicuil, presentan un efecto antiinflamatorio de leve a

moderado.

Aunque especies como 1. laurina, 1. edulis, 1. marginata e I. jinicuil se emplean para tratar
trastornos estomacales e inflamatorios en la medicina tradicional, se han reportado pocos
estudios para confirmaras propiedades farmacoldgicas que se les atribuyen. Sin embargo,
informes recientes han'demostrado la presencia de flavonoides y otros compuestos fendlicos

en algunas de estas especi€s que pueden estar asociados con el uso de estas especies [55].

Este estudio, representa el prim€r acercamiento de Inga jinicuil asociado a la evaluacién
preliminar de la actividad antiinflamatoria de sus extractos. Los datos obtenidos muestran a
los extractos de corteza Ij-CD, ejerciendo un efecto mds consistente y siendo el que
demostré una mayor actividad. Cabe meneionar que el perfil quimico de este extracto mostro
la presencia de salicilatos, terpenoides y derivados del galato de epigalocatequina, asi como
de derivados de los acidos protocateetiico y eumadrico, que pueden estar asociados a este
efecto bioldgico [43, 47, 50]. En el caso,del extracto de las hojas, Ij-HHac mostré efecto
menor que la corteza, en el andlisis de su conténide,metabdlico reveld la presencia de
compuestos polifendlicos, terpenoides, (cumarinas, «derivados del &cido vanilico y
compuestos de tipo flavonoide como los derivados de la"apigenina, de los cuales se han
reportado efectos antiinflamatorios [43, 53, 56]. Ademas, inforimes previos de metabolitos
relacionados con la actividad antiinflamatoria estdn relacionados, con el mecanismo del
farmaco de referencia empleado como es la Indometacina [57; 58, 59]. Finalmente, es
importante mencionar que los dos extractos con mayor actividadstienen en comun la
presencia de terpenos y salicilatos; estos compuestos son reconocidos porstener efectos

analgésicos, asi como antiinflamatorios [43, 47].
V.5. Actividad antibacteriana de los extractos organicos de Inga jinicuil

La evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos de corteza y hojas-de Inga
Jinicuil sobre microorganismos de importancia clinica, se muestra en la Tabla 10. Lostres
extractos de corteza (Ij-CH, Ij-CD y Ij-CHac) mostraron una excelente actividad contrafla

Pseudomona aeruginosa (Pa) y el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Sal) con

Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229

UJAT-DACB M.C. Ammy Joana Gallegos Garcia
+ iThenticate Pagina 52 de 94 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229



+ iThenticate Pagina 53 de 94 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229

o
Perfil fitoquimico de los extractos de corteza y hojas de Inga jinicuil con actividad g‘f = ';
antiinflamatoria y antibacteriana. ‘&Eﬁi‘;&;

valores de' CMI de <3.12 y 50 pg/mL respectivamente. Solo el Ij-CH mostré actividad
contra Staphylococcus epidermidis (Sel). Del mismo modo, Ij-HD e Ij-HHac tuvieron una
buena actividad contra Pseudomona aeruginosa (Pa; MIC <3.12 pg/mL), Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (Sal; CMI= 50 ug/mL) y Staphylococcus epidermidis (Sel;
CMI= 200 pg/mL).

Tabla 10. Actividad antibacteriana (CMI pg/mL) de los extractos de Inga jinicuil

Cepas bacterianas

Gram positivo (+)

Extracto Sal Sa2 Sel Se2 Sh
Ij-HH >200 >200 >200 >200 >200
Ij-HD 50 >200 200 >200 >200

Ij-HHac 50 >200 >200 >200 >200
Ij-CH 50 >200 50 >200 >200
Ij-CD 50 >200 >200 >200 >200

Ij-CHac 50 >200 >200 >200 >200

C+ -- -- -- -- --
Gram'egativo (-)

Extracto Ecl Ec2 Ef Kp Pa
Ij-HH >200 >200 >200 >200 >200
Ij-HD >200 >200 >200 >200 <3.12

Ij-HHac >200 >200 >200 >200 <3.12
Ij-CH >200 >200 >200 >200 <3.12
Ij-CD >200 >200 >200 >200 <3.12

Ij-CHac >200 >200 >200 >200 <3.12

C] * * * % k
C+ —- - - - -

Sal: S. aureus resistente a la meticilina; Sa2: S. aureus; Sel: S. epidermis; Se2: S. epidermis; Sh: S.
haemolyticus aislado clinicamente; Ecl: E. coli Ec2: E. cloacae; Ef: E. fecalis; Kp: K¢ pneumoniae; Pa:
P. aeruginosa; C1 y C2: controles de viabilidad (*: crecimiento bacteriano); C+: gontrol positivo
(Gentamicina 100 pg/mL; --: no crecimiento bacteriano).

Los resultados obtenidos son interesantes si se tiene en cuenta que la OMS public§ en'2017
una lista de "patégenos prioritarios" resistentes a los antibiéticos, entre los que se encuentran
Pseudomonas aeruginosa (resistente de nuevo a los antibidticos carbapenémicos) ¥
Staphylococcus aureus (resistente a la meticilina), destacando la necesidad urgente de la

busqueda de nuevos agentes contra estos microorganismos [3].
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La actividad, antibacteriana de los extractos de corteza y hojas contra Pseudomona
aeruginosa (Pa) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Sal) puede atribuirse a
la presencia de, yarios metabolitos secundarios: hentriacontano y a-tocoferol en Ij-CH y
polifenoles, flavoneides y terpenoides tanto en Ij-CD como en Ij-CHac [56]. Estos
resultados se puedensasociar a la presencia de derivados de galatos y cumarinas, ya que se
han descrito su mecaniSmo antibacteriano a nivel de membrana celular reprimiendo el
sistema de transporte de proteinas e inhibiendo la formacién de biopeliculas en cepas clinicas
como Sal [36, 61, 62]. Ademads, los derivados de cumarinas se consideran potenciales
agentes antibacterianos que actifan_como inhibidores de varias proteinas de union de Sal
[63, 64]. Cabe destacar que la estrifictura quimica responsable de la actividad antibacteriana
de las cumarinas es la estructura basica de la benzopirona, que se asemeja a la estructura de
la benzopiridona presente en fairmacos antibacterianos derivados de quinolona [63, 65]. Por
lo tanto, la amplia gama de estruCturas quimicas encontradas en estos extractos puede

representar una fuente potencial destueves farmacos de interés antibacteriano.
V.6. Fraccionamiento cromatografico-del extracto de mayor actividad

El fraccionamiento en cromatografia en columna se realizé,en el extracto de mayor actividad
antiinflamatoria (IJ-CD), en la Tabla 11 se<pueden observar las condiciones para la

obtencion de un compuesto aislado con clave C4-RS

Tabla 11. Condiciones del fraccionamiento cromatografico del extracto de diclorometano de la corteza
(Ij-CD) de Inga jinicuil.

Gradiente de Fracciones
. " .
Columna Sistema Polaridad (%) obtenidas Observaciones

Fraccion 3: Precipitado: amarillo, pasa

[j-CDC1 Hex: AcOEt 5% 16
a columha\2

Ij-CDC2 Hex: AcOEt 1% 8 Fraccién 3: Precipitade amarillo, pasa
a columna 3

Ij-CDC3 Hex: AcOEt 1% 9 Fraccién 3: Precipitado blanco, pasa a
columna 4

Ij-CDC4 Hex: AcOEt 1% 11 Fraccion 5: aislamiento de’an
compuesto

*Fase normal: silice (malla 70-230). Hex= hexano; AcOET= acetato de etilo.

Como se observa en la tabla anterior, la fraccién cinco de la columna 4 (Ij-CDR4-RS) llevo

al aislamiento de un compuesto puro del cual se obtuvieron 5.6 mg, el seguimiento de la
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separaCion se observé mediante el comportamiento de afinidad cromatografica y en funcion

a las propiedades de revelado que se pueden observar en la Figura 18.

Figura 18. a) Cromatografia en capa fina efi silice en fase normal (Hex/AcOEt, 70:30%) de las siete
primeras reuniones de Ij-CDC1, a la izquierda revelada con luz UV de longitud de onda corta y a la
derecha revelada con 4-hidrozibenzaldehido,\b) Cromatografia en capa fina en silice (Hex/AcOEt,
70:30%) de las ocho primeras reunionés/de Ij-CDC3, a la izquierda revelada con luz UV de longitud de
onda corta y a la derecha revelada con4=hidrozibenzaldehido.

El seguimiento de la cromatografia comose observa.en la Figura 18, permitié observar una
fraccién que presentaba absorcidon en luzsUV, lo*¢tal llevé a establecer una separacion
quimica por cromatografia en columna mediante fraccionamiento exhaustivo, monitoreando
por medio de cromatografia en capa fina y revelando con{luz/ UV de longitud de onda corta
para dar seguimiento al compuesto de interés como se muestra en la Figura 18b, que
corresponde a la tercera columna y en donde se usé como referéncia al B-sitosterol; sin
embargo, este compuesto no presentd fluorescencia y su polaridad era-mayor al compuesto

de interés por lo que se descarté su presencia en la muestra.

El compuesto aislado (Ij-CDC4-RS) se observé mediante el comportamiento,de afinidad
cromatografica y propiedades de revelado, compardandola contra un estindar de 4cido

ferdlico, como se puede observar en la Figura 19.
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Ac.Fe C4R5

Figura 19. Cromatografia en capa fina en silice en fase normal (Hex/AcOEt, 5 80:20 %) del compuesto
aislado (Ij-CDC4-RS5), revelado-Con luz UV de longitud onda corta, comparado con estandar de
acido fertilico.

Tanto el compuesto aislado (Ij-CDC4<R5) como la referencia de acido ferulico presentaron
fluorescencia en longitud de onda corta de luz UV. Sin embargo los Rt en fase normal son
diferentes entre los compuestos, .observandose que el compuesto de referencia es de
polaridad alta por lo que se encuentra caercano al punto de aplicacion, mientras que el
compuesto aislado muestra una polatidad menor, permitiendo un mejor desplazamiento en
la placa de elucion, dando pauta a que proporier que se-trata de un posible derivado de acido
fertilico, probablemente un éster que dismifiuye su polaridad, lo cual concuerda ademas con
los resultados obtenidos en CLAR en donde en-€l extracto/de)lj-CD, el espectro UV-Vis del
pico 8 muestra bandas de absorbancia atribuibles al acido”cumarico. En la Figura 20 se
presenta una comparacion entre la estructura del acido cumarieo_y-el derivado del fertlico
que se propone sea el compuesto aislado y del cual se abunda en su'discusion estructural més

adelante.

/ HO
HO OH

a) b) Hso —O0

Figura 20. Comparacién de estructuras del a) dcido cumdrico y b) 4cido fertlico.
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V.7. Caracterizacion del compuesto aislado mediante RMN

La caracterizacion estructural del compuesto aislado Ij-CDC4-RS5 (5 mg) se realizé
mediante Resonancia Magnética Nuclear con experimentos unidimensionales de 'H y '°C.
dado que la cantidad'de muestra era muy pequefia. Para el proceso de elucidacion estructural,
se partié de una estructura derivada del acido ferdlico. Cabe sefalar que, en la literatura [66]
se encontrd un reporte’de tn ferulato aislado de Salicornia ramosissima, el cual sirvi6 para
comparar los valores de désplazamiento quimico encontrados. Las estructuras numeradas
empleadas en la asignacion de las sefiales de los espectros de RMN para el derivado Ij-
CDC4-RS aislado y del ferulato_aislado de S. ramosissima se presentan en la figura 21. La
asignacién de las sefiales de los espéctros de RMN de 'H y '*C, comparadas con las del
ferulato de referencia, se presentan en laTabla 12, mientras que los espectros de 'H y 1*C de

[j-CDC4-RS5 se muestran respectivamenteen las Figuras 22 y 23.

HsC—==028
a) 10 b) 10

Figura 21. Estructuras numeradas de: a) compuesto aislado Ij-CDC4-RS, b) ferulato aislado de
Salicornia ramosissima [66].

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H (600 MHz) y '3€“(150 MHz) para Ij-CDC4-RS5.
(Disolvente CDCls, temperatura ambiente)

Datos experimentales Datos reportados en la literatura [66]
Posicion —1 13 1 3
H, 8(ppm), m*, J(Hz) C,d(ppm) H, d(ppm), m*, J(Hz) C, 8(ppm)
1 - 127.20 - 127.20
2 7.05, 1H, d, 1.93 109 7.04,1H,d, 1.8 109
3 - 146.80 - 146.70
4 - 147.96 - 14748
5 6.93,1H, 8.15 114.74 6.92,1Hd, 8.1 11474
6 7.09, 3H, dd, 8.16, 1.93 123 7.07,3H, dd, 8.1, 1.8 123
7 7.48, 1H, d,15.96 144.61 7.61 1H, d,15.9 144.6
8 6.31, 1H, d, 15.86 115.99 6.30, 1H, d, 15.9 115.6
9 - 167.37 - 167.4
10 3.92,3H,s 55.98 3.93,3H, s 55.9

*m= multiplicidad: d (doble), dd (doble de dobles)
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Figura 23. Espectro de '3C del compuesto Ij-CDC4-RS5 aislado de Inga jinicuil
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El an4lisiside las sefiales en frecuencias altas del espectro de RMN de 'H de Ij-CDC4-RS5,
muestra quedos desplazamientos quimicos, la multiplicidad y las constantes de acoplamiento
son consistentes con un derivado del 4cido ferdlico, ya que se observan sefiales
caracteristicas paraun anillo aromatico de estructura base, con tres protones arométicos que
presentan sefiales condesplazamientos quimicos en 7.05 ppm (‘H, d, J = 1.93 Hz, H-2), 6.93
ppm (d, J = 8.16 H-5).y7.09 ppm (dd, J = 1.93 Hz, y 8.16 Hz, H-6), lo que es consistente
con un anillo 1,3,4 trisustituido. Asi mismo, se pueden observar dos sefiales caracteristicas
para hidrégenos de dobles enlaces de un sistema carboxilico alfa-beta insaturado con
desplazamientos quimicos 7.63ppm (d, J =15.96 Hb -7) y 6.31 ppm (d, J =15.86 Hz Ha-8).
El valor de la constante de acomplamiento indica que la estereoquimica del doble enlace es
trans. En la zona de frecuencias relativamente bajas, se puede identificar un singulete en
3.92 ppm que integra para 3 hidrégenos y que se asigna al metoxilo unido al anillo aromético.
En el espectro de '*C se identificad/frecuencias altas la sefial en 167.37 ppm que se atribuye
al carboxilo del éster. Las sefales de los-carbonpos.de la region aromadtica y del doble enlace
alfa-beta insaturado, se asignan por comparaciénrcoirlos desplazamientos reportados en la
literatura [66], también es posible identificar_en la(zona de frecuencias bajas la sefial del

carbono del metoxilo en 55.98 ppm.

Un aspecto que no es posible elucidar con los datos espectroscépicos obtenidos, es el relativo
a la cadena alquilica que se encuentra formando parte del éster. El agrupamiento de sefiales
en la region de frecuencias bajas tanto en el espectro de 'H comeo de '*C no permite una
asignacion para esta parte de la estructura. Una estrategia alternativas“seria realizar una
caracterizacion mediante espectrometria de masas de alta resolucion, la'cual definiria el peso

molecular exacto de la estructura propuesta lo cual se plantea como una perspectiva a futuro.
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CONCLUSION

Se obtuvieron.seis extractos de polaridad ascendente a partir de las partes aéreas (corteza y
hojas) de Inga jinicuil. Los extractos de mediana y alta polaridad (Ij-CD, Ij-CHac, Ij-HD y
Ij-HHac) se analizaron por cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR), mostrando la
presencia de 21 pic6s.en los cromatogramas. Los resultados se compararon con estdndares
de referencia asi como.datos reportados en la literatura, agrupandolos en funcién a la
similitud en tr, este paramette en conjunto con los espectros de UV-Vis, en donde se
contrasto la presencia de bandas dé absorbancia similares, pemiti6 una asignacién preliminar
de la afinidad estructural de los.21 picos encontrados. La informaciéon de los perfiles
cromatograficos revel6 la presencia,de compuestos que se habian reportado previamente en
otras especies del género Inga. Ademds) al contrastar los resultados con la informacién
encontrada en la literatura, se pudo relacionar la presencia de compuestos especificos con
actividad antiinflamatoria. Se encontrd que-alginos de estos compuestos estaban presentes
en los cuatro extractos analizados, mientras qiesotros solo se encontraron especificamente
en uno de ellos, como es el caso del pico8-presente’en Ij-CD con tr=8.86 min y bandas de
absorbancia en: 215.7 y 308.9 nm, estos)datosefomatograficos y espectroscopicos
concordaron con el estandar de 4cido cumdrico y resultdsSer-un buen referente en el proceso

de aislamiento y elucidacion que se realizé posteriormente:

Por otra parte, se realizaron los anélisis de cromatografia de gaseS acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM) en los extractos de menor polaridad (Ij-CH'y Ij-HH), con lo que se
identificaron y clasificaron 21 picos. Siendo los compuestos mayogitarios en el caso del
extracto hexanico de corteza: nonacosano con un 12.55% de abundancia relativa;
hentriacontano con 16.66% y a-tocoferol con 40.49%; mientras que, para el extracto
hexédnico de hojas: el lupeol, la lup-20(29)-en-3-ona y la 24-metilencicloartdn-3-ona
resultaron ser los tres compuestos con mayor abundancia relativa con 16,43%,°26:74% y
38.61% respectivamente. Cabe sefialar que los reportes en la bibliografia mostraron que
algunos de los compuestos identificados en estos extractos también estdn asociados ‘a

actividad antiinflamatoria ademads de presentar actividad antimicrobiana.
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En la“seceion relativa a las pruebas de actividad bioldgica, los resultados obtenidos
mostraron actividad antiinflamatoria, que si bien no se igualaron al firmaco de referencia
indometacina/f/que mostré un efecto inhibitorio del 75.5 +£2.2%), si permito la identificaciéon
de dos extractos con,efectos antiinflamatorios moderados. El primer extracto corresponde a
corteza en diclorometano (Ij-DC) con un 67.7£2.0 % de inhibicién, seguido del extracto
hidroalcohdlico de hojas (Ij-HHac) con 49.6£1.0 %, estos resultados llevaron a seleccionar

al extracto (Ij-CD) para el aislamiento cromatografico y caracterizacion.

Por otra parte, en las pruebas de actividad antibacteriana, se destacaron cinco extractos (Ij-
CH, 1j-CD, Ij-CHac, Ij-HD_y Ij-HHac) que exhibierion excelentes valores de
concentracion minima inhibitoria fgente a dos cepas: S. aureus resistente a meticilina y P.
aeruginosa con valores de 50 ug/mL y*menor a 3.12 ug/mL respectivamente, actualmente
estas cepas son de interés clinico de acuerdo a los reportes mds recientes por la OMS. Los
resultados de las dos pruebas bioldgicas realizadas confirman el uso tradicional de Inga
Jjinicuil.

Por dltimo, la separacion cromatografica_en columna-del extracto (Ij-DC), permitié el
aislamiento de un compuesto puro (Ij-CDC4-R5), el seguimiento de la separacién se llevo
a cabo mediante cromatografia en capa fina, ado largo del aislamiento se corroboré que el
compuesto aislado presentaba caracteristicas similares a un”derivado del 4cido cumdrico,
principalemente por exhibir fluorescencia al revelarse con luz UV..Por ello, se comparé con
el estindar de 4cido ferilico, encontrdndose que el compuesto aislado presentdé menor
polaridad respecto al estdndar. El andlisis estructural mediante ReSonancia Magnética
Nuclear unidimensional de '"H y '*C, permiti6 la identificacién de una‘estructura base que
corresponde al dcido ferulico, presentdndose como un éster ferulato de cddena larga; sin
embargo, los andlisis no permitieron determinar con exactitud el nimero de ecarbenhos para
la cadena alifatica unida al ferulato ya que las sefiales se traslapan en los“espectros

unidimensionales de 'H y !*C.

Estos resultados son bastantes relevantes, ya que permiten relacionar los compuestos
propuestos con reportes previos en especies como 1. edulis. 1. laurina y 1. marginata las

cuales han sido las més estudiadas en este género, siendo éste el primer reporte preliminar
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fitoqufmico y de actividad bioldgica de Inga jinicuil, siendo esta planta de uso muy
importante enh la medicina tradicional del estado de Tabasco. Con esto, se da una pauta al
estudio en la busqueda de compuestos con interés bioldgico presentes en dicha especie. Por

lo que se plantean lo, siguiente:

PERSPECTIVAS

Se propone continuar con ¢l estudio de la caracterizacion estructural del compuesto aislado,
mediante un andlisis de espectrondetria de masas, esto para complementar la propuesta de su
estructura. Del mismo modo, lo§ resultados que se obtuvieron en las evaluaciones bioldgicas
permite considerar como una ruta.de accion, el seguimiento hacia el aislamiento de los
compuestos que estdn presentes en lo§ extractos de mayor actividad antinflamatoria y
antibacteriana. De igual forma, se exponme-la necesidad de complementar la informacion
obtenida en este trabajo, mediante/estudios<exic¢ologicos y de actividad antioxidantes, los
cuales enriquecerdn a futuro, el comocimientosde esta planta de interés en la medicina

tradicional.
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GLOSARIO

Cromatografia método fisico de separacion para la caracterizacion de mezclas complejas
cuyo objetivosesseparar los distintos componentes

Cumarina Sustancia que se usa para elaborar medicamentos que previenen y tratan los
codgulos de sangte en _los vasos sanguineos y para tratar ciertas afecciones cardiacas.

Flavonoide (del latinfflayus, "amarillo"). Es el término genérico con que se identifica a una
serie de metabolitos seCundarios de las plantas.

Inflamacion Es la respuesta del sistema inmunoldgico a invasores extrafios tales como virus
y bacterias.

Indculo Introduccién en el medie’de un organismo, por medios artificiales, el virus o la
bacteria.

Metabolitos secundarios Son aquellosscompuestos organicos sintetizados por el organismo
que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproducciéon del mismo. A diferencia de lo
que sucede con los metabolitos primarios; la ausencia de algin metabolito secundario no le
impide la supervivencia, si bien se verd afectado por ella, a veces gravemente.

Terpenos Son compuestos organiCos-arométicos y voldtiles que estdn constituidos por la
unién de unidades de un hidrocarburo.de-S dtomos de carbono, llamado isopreno
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Abstract: Several IMésoamerican\ctiltures have used Inga jinicuil as traditional medicine for the
treatment of gastrointestinal, inflammatory, and infectious issues. The aims of this contribution were
to elucidate the phytochemical profileofithe organic extracts from the bark and leaves of I. jinicuil
and to assess the anti-inflammatory and antibacterial properties of these extracts. The preliminary
chemical profile was determined by HPLC-PDA and GC-MS; the anti-inflammatory activity was
evaluated with a mouse ear edema model,#heteas the antibacterial activity was screened against
several bacteria. The phytochemical profile of beth organs (bark and leaves) of I. jinicuil led to the
identification of 42 compounds, such as polyphenbolic, flavonoids, triterpenes, prenol-type lipids,
and aliphatic and non-aliphatic esters. This molectlardiversity gave moderate anti-inflammatory
activity (67.3 £ 2.0%, dichloromethane bark extract) and excellent antibacterial activity against
Pseudomona aeruginosa and methicillin-resistant Sthaphloceccus aureus (MIC values of <3.12 and
50 pg/mL, respectively). These results contribute to the ¢hemotaxonomic characterization and the
rational use in traditional medicine of Inga jinicuil Schltdl & €hame ex G. Don.

Keywords: Inga jinicuil; phytochemical profile; HPLC-PDA; GC-MS;anti-inflammatory; antimicrobial

1. Introduction

Anti-inflammatory and antimicrobial properties have been attribtited to a great diver-
sity of plants used in traditional medicine, from which many commercial/drugs have been
developed [1]. These properties have been related to the presence of secondary metabolites
such as tannins, terpenes, and flavonoids, among many others [2]. Currently; medicinal
plants are a valuable alternative and, in agreement with the WHO strategies of eomplemen-
tary and traditional medicine, it is necessary to perform studies aimed at identifying their
bioactive compounds and confirming their pharmacological activity in order to guarantee
their safe, effective, and rational use [3].

Even though there are several alternatives for the treatment of inflammation, some anti-
inflammatory drugs, such as aspirin, ketorolac, naproxen, or piroxicam, have adverse effects
(e.g., the risk of developing intestinal bleeding) [2]; therefore, a constant search for new
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anti-inflammatory treatments is critical in order to achieve an increased pharmacological
response with the lowest degree of unwanted side effects [4]. The rise of microbial strains
resistant to current antibiotics similarly presses the medical field to find new, effective
compounds. These issues have led to the search for alternatives derived from natural
sources to help in either the prevention or treatment of infectious problems [5].

Related to the above statements, a promissory prospect is the tropical species Inga
jinicuil Schltdl & Cham. ex G. Don, known in Mexico as “cuijinicuil”, “cuajicuil”, or
“jinicuil”, and named in the Maya-Chontal language as “bujte”. This plant belongs to the
Leguminosae family and is classified as a multi-purpose tree in Mesoamerican indigenous
comimunities, where it is mainly used as a shade tree in agroecosystems for cocoa and
cotfee\plantations [6,7]. It is also an ornamental tree present in many gardens, parks, and
roadsyand it is highly recommended for repopulating watersheds [6]. The cotton pulp that
covers the seeds can be consumed fresh or used in jellies and drinks [8]. Some indigenous
communities of the Maya-Chontal region in Mexico and in the Amazon boil the seeds
in salt watér and use it as an appetizer or complement in traditional stews [6,7]. The
aerial parts are-tised for healing purposes for the treatment of parasitic and infectious
problems [6,8]¢"A mixture of seeds and leaves is also used as both an antidiarrheal and
antirheumatic remedy-[6]; in rural communities of Veracruz and Tabasco, Mexico, this plant
is also utilized for. gastrointestinal diseases by taking an infusion made from the pod and
bark [7,8].

There are few repoxts on the phytochemical and biological activity of the Inga genus.
For instance, a recent report highlights the antibacterial activity of the organic extracts from
the leaves of I. semtialata,'which had an inhibitory effect on the growth of Staphylococcus
aureus, Staphylocotcus epideranidisy Micrococcus luteus, and Klebsiella pneumoniae associated
with recurrent infeetions; the analysis of the extracts revealed the presence of gallic acid,
epicatechin, and rutin\[9]. There(is also a series of reports aimed at the phytochemical and
pharmacological analysis of I. editlisiand I. laurina, where antimicrobial and antioxidant
activities have been associated mainlywith the presence of phenolic compounds [10-13]. In
the case of I. edulis, the dichleromethane/extract from leaves exerts a moderate antibacterial
activity (MIC 7.0 mg/mL) against two Strains of S. aureus; whereas for . laurina, its effect
against some strains of aerobiciand anaérebic micro-organisms has been reported. The
chemical composition of the active extract was determined by GC-MS, finding terpenoids,
fatty acids, and esters [10-13]. Despite the exténsive use of I. jinicuil in traditional medicine
in southeastern Mexico, only the antimicrobial activity of hexanic and chloroform extracts
from the seeds has been reported. These extracts proved to be active against S. aureus 25,923
and Listeria monocytogenes 244, with an MIC of 100{tg/mL for each micro-organism [14];
however, to date, no studies have been found aboutghe)phytochemical composition of
the bark and leaves of this plant, nor on the evaluation’ofsits anti-inflammatory activity.
Therefore, the objectives of this work were to analyze the phytochemical profile of organic
extracts from the bark and leaves of I. jinicuil via chromatographic methods, to evaluate
their anti-inflammatory activity in the phorbol ester (TPA)-indéiced ' mouse ear edema test,
and to expose its antibacterial activity against strains of clinical importance.

2. Results and Discussion

The yield of the extracts from Inga jinicuil are shown in Table 1. Three'types of extracts
(in order of increasing polarity) were acquired from bark (Hexane Ij-BH, Dichloromethane Ij-
BD, & Hydroalcoholic Ij-BHac) and three more from leaves (Hexane Ij-LH, Dichloromethane
Ij-LD, & Hydroalcoholic Ij-LHac). It was found that, in general, the extracts from leaves
provided higher yields when compared to bark extracts, with the hydroalcoholic extract
from leaves being the one with the highest percentage.
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Table 1. Percentages obtained from Inga jinicuil extracts.
Extract n-Hexane Dichloromethane Hydroalcoholic
(% Yield) (% Yield) (% Yield)
Bark extract 0.095 0.82 0.25
Leaf extract 0.95 1.02 4.65

Ij-BHac

2.1. HPLC and UV-Vis Spectra Analysis of Polar Extracts from Inga jinicuil

HPLC analysis helped to determine the presence of terpenic and flavonoid-type com-
pounds in both the dichloromethane and hydroalcoholic extracts from I. jinicuil. The
chrematograms of the four polar extracts (Ij-LD, Ij-LHac, Ij-BD, and Ij-BHac) are pre-
sented in Figure 1. A total of 21 peaks related to terpenic and flavonoid-type compounds
were observed. Table 2 presents a summary of the following information: retention times,
main absorption bands of the UV-Vis spectra, and the presence of each peak in the four
extracts amalyzed.

// v4
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Figure 1. HPLC chromatograms of bark (Ij-BD, 1j-BHac) and leaf (Ij-LD, Ij-LHac) extracts. The
peaks are numbered in ascending order according to their retention times (A = 270 nm).

As seen in Figure 1, the peaks in the chromategrams can be differentiated into two
main groups based on their retention time (tg): the firstsgtoup consists of 14 peaks with tg
between 8 and 12 min, while the second group has 7 peaks with tg from 26 to 29 min.

Based on the retention times and the absorption bands irl the UV-Vis spectra (Figures 51-54)
of the peaks shown in Table 2, it was possible to perform a preliminary analysis of each
of the metabolites present in the extracts by comparing those”parameters with known
standards and data from the literature. Accordingly, for Peak 1,.tlte observed absorption
bands at 220.4, 261.6, and 294.7 nm were equal with those of*the protocatechuic acid
standard, which when analyzed in identical chromatographic conditions presented the
same fR (8.46 min). Since Peak 2 showed chromatographic behavior simtilar to 1 along with
the analysis of the UV-Vis bands and the literature, it is inferred that it may’be a derivative
of protocatechuic acid [15,16].

Regarding Peaks 3 and 7, when their g and UV-Vis absorption bands were compared
with the gallic acid standard (fg = 7.46 min, Amax = 220.4, 272.2 nm), a good match was
found in the UV-Vis spectrum; however, the differences in retention times suggested the
presence of gallic acid derivatives [17,18].

The analysis of the UV-Vis bands for Peaks 4, 6, and 9 indicated that these compounds
may be of the flavonoid type; this inference was strengthened when they were compared
with an apigenin standard (tgr = 16.76 min, Amax = 211, 267.5, 338.6 nm) and an identical
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match was found in their UV-Vis spectra. The differences in retention times led us to
potentially consider these peaks as glycosylated analogs of this flavone [19,20].

Table 2. Preliminary phytochemical profile by HPLC-UV-Vis analysis of polar extracts from bark and
leaves of . jinicuil.

Retention

Absorption Bands

Peak Time (min) (nm) Extract(s) * Compound Affinity ** Ref.
1 8.46 220.4, 261.6,294.7 [ ] Protocatechuic acid Standard [15,16]
2 8.58 2498, 273.6 ° Protocatechuic acid derivative Standard [15,16]
3 8.58 218.1,276.9 [ Gallic acid derivative Standard [17,18]
4 8.66 212.2, 251’5, 352.9 o Glycosylated Flavone. Standard [19,20]

Apigenin derivative
5 8.75 219.2,249.8,273.4 ° Lignane Standard [21,22]
6 8.81 215.7,269.8, 3374 on Glycosylated Flavone. Standard [19,20]
Apigenin derivative
7 8.85 219.2,279.3 [ Gallic acid derivative Standard [17,18]
8 8.86 215.7,308.9 ° Coumaric acid derivative Standard [23]
9 8.91 207.5,269.8, 335.1 o Glycosylated Flavone. Apigenin [19,20]
derivative

10 9.18 249.8 oem Terpene [24]
11 9.58 245.1 oclem Terpene [24]
12 9.96 209.9,294.7, 338.6 Q[ Coumarin derivative [25-27]
13 10.03 276.9 o Epigallocatechin Gallate derivative Standard [28]
14 12.30 235.7,266.3 omne Terpene [24]
15 2691 219.2,273.4,293.5 i Vanillic acid derivative [29,30]
16 28.01 204, 248.6 oOem Terpene [24]
17 28.11 278.1 ° Epigallocatechin Gallate derivative [28]
18 28.21 245.1,278.1,327.9 ° Coumarin derivative [25-27]
19 28.43 201.7,261.6 o..e.m Salicylate derivative Standard [31]
20 28.65 200.5, 263.9 ochem Salicylate derivative Standard [31]
21 28.81 263.9 odem Salicylate derivative Standard [31]
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* Extracts: Bark extracts, ® (Ij-BD), W(IjsBHac); Leaf extracts, O (Ij-LD), O (Ij-LHac). ** Compounds were suggested
by a preliminary comparison of retention time (fr) andsJV-Vis bands with standards and literature data.

For the case of Peak 5, its UV-Vis pattérniwas comparable to those reported for
lignane-type compounds. Similarly, Peak 8 preSented characteristic bands associated with
derivatives of coumaric acid [23]. On the other'hand, for Peaks 12 and 18, their UV-Vis
spectra were characteristic of those reported for coumarin-type compounds [25-27].

Regarding the analysis of the UV-Vis spectra of Peaks10, 11, 14, and 16, it was possible
to associate them with previous reports for terpene derivatives [24]. Likewise, Peaks 13 and
17 were consistent with bibliographical data of epigallocatechin gallate derivatives [28],
and Peak 15 may be associated with vanillic acid derivatives [29,30]. Finally, the absorption
bands of Peaks 19, 20, and 21 were associated with salicylate derivatives [31].

Considering the above information, Peaks 10, 11, 16, 19, 20,%and 21, attributed to
terpenes and salicylates, were detected in the four extracts analyzed, whereas Peak 14,
which was also recognized as a terpene, was found in three extracts (absent in Ij-BHac).
The two leaf extracts shared the presence of Peaks 6 and 12, which werelconsistent with
apigenin and coumarin derivatives, respectively. Despite this, as can‘be{appreciated in
Table 2, around 60% of the metabolites identified in the polar extracts of thesbark and leaves
of Inga jinicuil were only found in one extract.

It should be noted that, to date, no reports have been found on secondary metabolites
present in bark or leaves from I. jinicuil, so this work represents a first approach for the
phytochemical study of these organs of the plant. However, there are reports about the
phytochemical composition for other species of the Inga genus, where the presence of a high
content of polyphenols with an important antioxidant capacity has been demonstrated [31].
For I. semialata and I. edulis, the analysis of leaf extracts allowed the identification of com-
pounds such as: epicatechin, apigenin C-di-hexoside, myricetin-O-hexose-deoxyhexose,
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myricetin-O-deoxyhexose, and vicenin-2 [9,32]. Likewise, other studies on leaf extracts
from I. edulis, reported the presence of four triterpenes (lupeol, x-amirin, olean-18-ene
acid, and frideline), three flavonoids, eight phenolic acids, an anthocyanin derived from
delphinidin-3-glycoside, and a mixture of five acylated anthocyanins. It is important to
highlight the fact that gallic acid, methyl gallate, protocatechuic acid, and quercetin were
also identified [33]. For I. laurina, there is a presence of flavonoids 3-O-(2”-O-galloyl)-o-
rhamnopyranoside and myricetin-3-rhamnoside in leaf extracts [19], as well as gallic acid,
myricetin derivatives, quercetin glycoside, and glycoside myricetin-3-O-rhamnosid from
ethanolic extracts of leaves from this plant [20].

In view of the above-mentioned studies, our preliminary assessment of the phyto-
chemical profile of Inga jinicuil allowed the identification of a chemotaxonomic resemblance
with.other species of the same genus, since a shared presence of phenolic and terpenic
compounds, such as gallates, protocatechuic acid, and its derivatives, as well as flavonoids
such as'apigenin, can be recognized. It should be emphasized that in published work, the
phytochemical research reports on I semialata, I. eludis, and I. laurina refer mainly to polar
leaf extracts, whereas the phytochemical analysis of bark has been oriented to non-polar
extracts (as discussed below). Therefore, this report also contributes to the identification of
secondary metabolites.in polar extracts from this organ for a species of the Inga genus.

2.2. Chemical Profile of Hexane Extracts from Bark and Leaves of I. jinicuil by GC-MS

The analysis of the'\GC-MS chromatograms of Ij-BH and Ij-LH [Figure 2A,B] allowed
the identification of 21 compounds, where 7 of them were only found in the bark extracts,
11 compounds only appeared in the analysis of the leaf extracts, and 3 werecommon to
the extracts of both organs.Table 3 presents a list of the compounds detected arranged
according to their elttion order’ The most abundant compounds detected for Ij-BH were
prenol, a-tocopherol (relative abtindance: 40.49%), and triterpene 24-methylenecycloartan-
3-one (38.61%); these.compounds represented approximately 80% of the content of this
extract. For the Ij-LH extraet, the tritefpenes included lup-20 (29)-en-3-one (26.74%) and
lupeol (16.44%), as well asthe aliphatie’compound hentriacontane (16.66%), all of which
constituted nearly 60% of itssmetabolic ¢ontent. The compounds identified in both extracts
were hexadecanoic acid methyl ester, hexadecanoic acid ethyl ester, and octadecanoic acid
methyl ester. It is worth mentiening that theSesthree compounds were found in greater
abundance in Ij-BH.

It is worth noting that this is the first report of a CG-MS analysis of hexanic extracts
from Inga jinicuil. However, similar studies havefbeén documented for other species of
the Inga genus; such is the case for I. edulis, where triterpene compounds including lupeol
and stigmasterol, as well as aliphatic compounds, have been identified from extracts of
the bark and leaves [33,34]. Likewise, extracts from the/bark and leaves of I. laurina have
shown the presence of terpenes such as phytol, the aliphatic nonacosane, and esterified
aliphatic acids [35], whereas in a hexanic fraction obtained from the leaves of I. semialata,
the main compounds isolated were triterpenes, such as lupeel, x-amyrin, oleanolic acid,
and friedelin [30]. In this report, the presence of esterified aliphati¢ acids was identified
and, as in other species of the Inga genus, the presence of lupeolLlas been established.
However, the following compounds: hentriacontane, x-tocopherol, Jitp-20 (29)-en-3-one
and 24-methylenecycloartan-3-one, are reported for the first time for thisgenus.
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Figure 2. GC chromatograms of the hexanic extracts: (A) Ij-BH and (B) Ij-LH. The peaks are
numbered in ascending order according to their reténtion times.

2.3. Anti-Inflammatory Activity of Organic Extracts from‘Inga jinicuil

The results corresponding to the anti-inflammatoty study of the organic extracts
are presented in Figure 3. At the same dose of 1.0 mg#ear, all of the extracts showed
anti-inflammatory activity. For the bark extracts, the percentages of inhibition were: Ij-
BH 34.6 + 3.0%, Ij-BD 67.3 £ 2.0%, and Ij-BHac 24.4 +1.0%, and for leaf extracts, the
corresponding percentages were: Ij-LH 34.9 + 1.3%, Ij-LD,23.0v£ 1.0%, and Ij-LHac
49.6 £ 1.0%. For indomethacin (Indo), which was employed as.the reference drug, the
inhibition percentage was 75.5 &= 2.2%. As can be seen, the two extracts with the greatest
anti-inflammatory activity were Ij-BD followed by Ij-LHac, and the statistical comparison
between the anti-inflammatory activities of the extracts and the reference drug revealed
significant differences (p < 0.05). No extract reached an effect equal to or, greater than that
of Indo (Indomethacin). However, the comparison using the Tukey test of-the-effect of the
extracts and the reference drug showed that there were no significant differences (p < 0.05)
between some of the extracts, such as Ij-BH compared to Ij-LH and Ij-BHac compared
to Ij-LD.

Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229



+ iThenticate

Plants 2022, 11, 794

Pagina 78 de 94 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:535961229

7 of 14

Table 3. Phytochemicals identified in hexanic extracts from the bark (Ij-BH) and leaves (Ij-LH) of
Inga jinicuil by GC-MS.

Retention Molecular Weight Extract(s) "
Peak Time{(min) (amu) (% in the Sample) * Compound *
22 };;;(5) %ggg 2 ((i??)’ 2-pentadecanone,6,10,14-trimethyl
23 17.80 296.5 A (1.07) 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-0l
24 18.55 270.5 A (1.04) Hexadecanoic acid, methyl ester
25 1861 276.3 A (0.88) 7,9—Di—tert—butyl—1-0xaspir0(4,5)deca-6,9-diene—2,8-
dione
26 118866?’ 270.5 2((:32?)’ Hexadecanoic acid, ethyl ester
27 20.51 296.5 A (11.74) Phytol
28 22%2(;’ 298.5 2((:3}1?)’ Octadecanoic acid, methyl ester
29 22.53 324.5 A (1.35) 4,8,12,16-tetramethylheptadecan-4-olide
30 24.63 390.6 A (0.80) 1,2-benzenedicarboxylic acid diisooctyl ester
31 27.76 380.6 A (1.62) 15-Tetracosenoic acid, methyl ester
Tetradecanoic acid, 3,3a,4,6a,7,8,9,10,10a,
10b-decahydro-3a, 10a,
32 29.19 >18.7 A (1.02) dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2,
10-dimethyl-3-oxobenz [e] azulen-8-yl ester
33 29.21 410.7 A (5.98) Squalene
34 30.05 408.8 A (12.55) Nonacosane
35 31.95 416.7 A (3.74) B-Tocopherol
36 32.44 436.8 A (16.66) Hentriacontane
37 33.07 430.7 A (40:49) a-Tocopherol
38 36.91 4247 A (26(74) Lup-20 (29)-en-3-one
39 37.39 426.7 A (16.43) Lupeol
40 38.35 438.7 A (38.61) 24-Methylenecycloartan-3-one
41 38.64 412.7 A(2.27) Stigmast-4-en-3-one
42 41.85 440.7 A (4.99) 9,19-Cyclolanostan-3-ol,24-methylene-, (3$3)-

+ iThenticate

* Extracts: Bark extract (A (Ij-BH) and leaf extract (A«(Tj-EH). ** Compared with the National Institute of Standards
and Technology (NIST) 1.7 Library.

Even when species such as I. laurina, 1. edulis, I, marginata, and 1. jinicuil are employed
to treat stomach and inflammatory disorders instraditional medicine, few studies have
been conducted to confirm their attributed pharmacelogical properties. However, recent
reports have shown the presence of flavonoids and otherphenolic compounds in several of
these species that may be associated with pharmacologicaleffects [36]. The present study
represents a preliminary approach in the assessment of the anti-inflammatory activity of
I jinicuil, with the bark extracts exerting a more consistent effeat and Ij-BD showing the
highest activity. It is noteworthy to mention that the chemical profile of this extract showed
the presence of salicylates, terpenoids, and derivatives of epigallocatechin gallate, as well
as derivatives of protocatechuic and coumaric acids, which mayybe associated with its
biological effect [24,28,31]. In the case of the extracts from leaves] IjszLHac showed the
best inhibitory effect, and the analysis of its metabolic content revealed, the presence of
polyphenolic compounds, terpenoids, coumarins, vanillic acid derivatiyes,and flavonoid-
type compounds such as apigenin derivatives, all of which have reported anti-inflammatory
effects [19,34,37]. Furthermore, previous reports regarding several of the metabolites
present in both extracts have postulated an anti-inflammatory activity that pfoceeds via
the inhibition of cyclooxygenase enzymes (COX) [38—40], which happens to besthe known
mechanism of the reference drug (Indo) [40]. Finally, it is important to mention that the two
extracts with the highest activity have the presence of terpenes and salicylates in common;
these compounds are recognized for their analgesic and anti-inflammatory effects [24,31].
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Figure 3. Percentage nhibition 6fifnflammation (%) of Ij-BH, Ij-BD, Ij-BHac, Ij-LH, Ij-LD, and
Ij-LHac extracts from Inga jinicuil ands’Inde (Indomethacin) in edema induced by TPA in mouse ear
at 1.0 mg/ear. Values are presented asmeans.% standard error of the means (SEM). n = 5. ANOVA,
with post-test Dunnet with ¥p <-0.05 in comparison with Indo and Tukey test, where different letters
indicate significant differences,among thems

2.4. Antibacterial Activity of Ingajinicuil Organic)Extracts

The antibacterial activity of bark and leaf J#jinicuil extracts were evaluated on clinically
important micro-organisms. As showed in Table™4, the three extracts of bark (Ij-BH, Ij-BD,
and Ij-BHac) exhibited excellent activity against Pseudgmona aeruginosa (Pa) and methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (Sal), with MIC values’of <3.12 and 50 ug/mL, respectively.
Only Ij-BH showed activity against Staphylococcus epidermidis (Sel). Similarly, Ij-LD and Ij-
LHac had good activity against Pseudomona aeruginosa (Pa;MIC < 3.12 ug/mL), methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (Sal; MIC = 50 ug/mL) and ‘Staphylococcus epidermidis (Sel;
MIC =200 pg/mL).

The results obtained are interesting considering that in 2017the WHO published a
list of “priority pathogens” resistant to antibiotics, which include Pseudomonas aeruginosa
(resistant to carbapenems) and Staphylococcus aureus (resistant to methicillin), emphasizing
the urgent need for the search for new agents against these micro-organisms [5].

The antibacterial activity of bark and leaf extracts against Pseudomona aeruginosa (Pa)
and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Sal) can be attributedgto the presence of
several secondary metabolites: hentriacontane and «-tocopherol in Ij-BH,‘and.polyphenols,
flavonoids, and terpenoids in both Ij-BD and Ij-BHac [41]. Special attention may be paid
to the presence of gallate and coumarin derivatives, since their antibacterial mechanhism has
been described at the cell membrane level by repressing the transport system of proteins and
inhibiting the biofilm formation in clinical strains of Sal [17,42,43]. Furthermore, coumarin
derivatives are considered as potential antibacterial agents that act as inhibitors to several
binding proteins of Sal and potential competitive inhibitors of the DNA-gyrase [44,45]. It is
worth noting that the chemical moiety responsible for the antibacterial activity of coumarins
is the basic structure of benzopyrone, which resembles the structure of benzopyridone
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present in antibacterial drugs derived from quinolone [44,45]. Therefore, the wide range of
chemical structures found in these extracts may represent a potential source of molecular
templates for new antibacterial drugs.

Table 4. Antibacterial activity (MIC pg/mL) of extracts from Inga jinicuil.

Bacterial Strains

Gram- Positive Gram-  Negative
Extract Sal Sa2 Sel Se2 Sh Ecl Ec2 Ef Kp Pa
I-LH >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
I-LD 50 >200 200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 <3.12
[jLHac 50 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 <3.12
j-BH 50 >200 50 >200 >200 >200 >200 >200 >200 <3.12
j-BD 50 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 <3.12
[jBHac 50 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 <3.12
C1 * * * * * * * * * *
C2 * * * * * * * * * *
C+ - - - - - - - - - -

+ iThenticate

Sal: methicillin-resistant'S..aureus; Sa2: S. aureus; Sel: S. epidermis; Se2: S. epidermis; Sh: clinically isolated S.
haemolyticus; Ecl: E. coli B€2:"E. cloacae; Ef: E. fecalis; Kp: K. pneumoniae; Pa: P. aeruginosa; C1 and C2: controls of
viability (*: bacterial growth); Cs+: positive control (Gentamicine 100 nug/mL; —: not bacterial growth).

3. Materials and Methods
3.1. Plant Material aind Extraction.of Inga jinicuil

Aerial parts ofdnga jinicuil Schltdl & Cham. ex G. Don were collected in July 2019,
in Libertad, Cunduaean, Tabased, Mexico (10 m.a.s.1., latitude 18°10'53.06 N, longitude
93°22/28.13 W). A specimen wasdeposited at the Herbarium of the Academic Division
of Biological Sciences of the UnivetsidadJuarez Auténoma de Tabasco for its taxonomic
identification (voucher ntimber: 36576).

Plant material was dried at room temperature in the dark for 72 h, with drying and
spraying in Pulvex MP300 milled (4-6 mm)=The extracts were obtained by maceration
with n-hexane, dichloromethane, and a 60:40’ethanol:water mixture 1:4; the maceration
procedure was performed three times for each solvent in order to ensure an exhaustive
extraction. These extracts were filtered, concéntrated in a rotary evaporator (Heidolph
G3, Schwabach, Germany), and then lyophilized (Heto Drywinner DW3) to give the bark
(n-Hexane Ij-BH, Dichloromethane Ij-BD, Hydroalcoholic Ij-BHac) and leaf extracts (1-
Hexane Ij-LH, Dichloromethane Ij-LD, Hydroalcoholi¢'TjsLHac).

3.2. HPLC Analysis

Chromatographic analysis was carried out in a Waters 2695 separation module system
with a Waters 2695 photodiode matrix detector and Empower Pro software (Waters Corpo-
ration, Milford, MA, USA). Chemical separation was performed-using a Supelcosil LC-F
column (4.6 mm x 250 mm i.d., particle size 5 um) (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA).
The mobile acid phase was performed using 0.5% triflouroacetic, aqueotis solution (solvent
A), and acetonitrile (solvent B) gradient: 0-1 min, 0% of B; 2-3 minj 5% of B; 4-20 min,
30% of B; 21-23 min, 50% of B; 24-25 min, 80% of B; 26-27 min, 100% @f\B; 28-30 min,
0% of B. The flow rate was 0.9 mL/min with a volume of 10 pL samples~Absorbance
was measured at 270 nm [46]. A preliminary identification of the peakswesolved was
performed by comparison with tgr and UV-Vis characteristic bands of known standards and
literature data.

3.3. GC-MS Analysis of Hexane Extracts

The chemical composition of Ij-BH and Ij -LH was analyzed on Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS) equipment, consisting of an Agilent 6890 plus gas chromato-
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graph coupled to a simple quadrupole mass spectrometry detector, model 5972N (Agilent
Technology, Santa Clara, CA, USA).

Volatile compounds were separated on an HP 5MS capillary column (25 m long, 0.2
mm i.d., with 0.3-um film thickness). Oven temperature was set at 40 °C for 2 min, then
programmed at 40-260 °C for 10 °C/min, and maintained for 20 min at 260 °C. Mass
detector conditions were as follows: interphase temperature, 200 °C, and mass acquisition
range, 20-550. Injector and detector temperatures were set at 250 and 280 °C, respectively.
Splitless injection mode was carried out with 1 pL of each fraction (3 mg/mL solution).
The carrier gas was helium at a flow rate of 1 mL/min. The identification of volatiles was
performed, comparing their mass spectra with those of the National Institute of Standards
andsTechnology (NIST) 1.7 Library and comparing these with data from the literature [47].

3.4. Pharmacological Activity
3.4.1. AntifInflammatory Activity

MalefICR mice with a weight range of 25-30 g, from Envigo RMS, S.A. de C.V., were
used throughout the experiments. These animals were maintained in the Bioterium of
Centro de Investigacion Biomédica Del Sur (CIBIS-IMSS) under a 12 h light-dark cycle and
constant tempefature«(23-25 °C) with free access to food and water. The animals were
treated under the'MeXican federal regulations for care and use of laboratory animals, NOM-
062-Z00-1999 Guidelines [48], and international ethical guidelines for the care and use of
experimental animals{[49]; the number of animals (n = 5) and the intensity of the noxious
stimuli utilized were the.minimum necessary to demonstrate the consistent effects of the
pharmacological treatments. The animal studies were approved by the Ethics Committee
of the Mexican‘Social. SecuritygInstitute (R-2020-1702-008).

Auricular inflammation was induced following the method previously described [50].
The dose evaluated(forthe extracts was 1.0 mg/ear. A control group received acetone as
vehicle, and Indomethacin (Indo, Sigma-Aldrich, Toluca, Mexico) 1.0 mg/ear was utilized
as an anti-inflammatory pesitive conttol™ All treatments were dissolved in acetone and
applied topically on both eafs immediatélysafter the solution of 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA, Sigma-Aldrich;<Toluca; México) as an inflammatory agent. Six hours after
the administration of TPA, the animals wer€ euthanized by cervical dislocation.

Circular sections 6 mm in*diameter wetedaken from both the treated (t) and non-
treated (nt) ears, which were weighed to determine the inflammation. The percentage of
inhibition was obtained employing the expressiondbelow:

% Inhibition = [Dw control — Dw treated /Dw control] x [100]

where Dw = wt — wnt; wt is the weight of the section of'th€ treated ear; and wnt the weight
of untreated ear section.

3.4.2. Antibacterial Activity

The extracts were evaluated against bacterial strains ATCC: methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus (Sal; ATCC 43330, Staphylococcus aureus (Sa2; ATCC 29213), Staphylococcus
epidermis (Sel; ATCC 12228), Staphylococcus epidermis (Se2; ATCC'85984), Enterococcus fe-
calis (Ef; ATCC 29212), Escherichia coli (Ec1; ATCC 25922), Enterobactereloacae (Ec2; ATCC
700323), Klebsiella pneumoniae (Kp; ATCC 700603), Pseudomona aeruginosa. (PayATCC 27853),
and the clinically isolated Staphylococcus haemolyticus (Sh; 1038). The strains were reseeded
in antibiotic agar No. 1 (Bioxon, Mexico) for 24 h at 37 °C. The strain of clinical isolate was
provided from the General Hospital of Acapulco, State of Guerrero, Mexico, to the Bacteria
Bank of the Autonomous University of Guerrero (UAGro).

For the trials, cultures with 24 h of incubation (37 °C) were used and about 3—4 colonies
were taken of each strain and diluted in Miieller-Hinton broth (MHb; Bioxon, Toluca,
Mexico). The inoculums were adjusted using the 0.5 MacFarland scale (1.5 x 108 UFC/mL).
Subsequently, dilution with distilled water was performed to obtain 1 x 10* UFC/mL.
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The MIC of extracts was determined by the microtiter broth dilution method [51].
Briefly, the samples (50 mg/mL) were dissolved in a DMSO-water mixture (20:80), and the
tested concentrations were 3.37, 6.75, 12.5, 25, 50, 100, and 200 ng/mL. The samples were
added to sterile microplates of 96 wells, along with 200 uL of MHb and 2 puL of inoculum
(1 x 10* UFC/mL). The viability controls used were: MHb + DMSO + inoculum and MHb+
inoculum; Gentamicin (C*, 100 pug/mL; Sigma Aldrich, Mexico) was employed as the
reference antibiotic. The plates were incubated at 37 °C for 24 h, and after incubation the
MIC was determined by adding 30 uL of a solution (0.05%) of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
25, diphenyl tetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich, Hong Kong, China) in every well,
of which purple development was observed if there was viability of bacteria and colorless
if there was no feasibility. All assays were performed in triplicate.

3.5. Statistical Analysis

Forgthe analysis of the anti-inflammatory activity, the data were expressed as the
mean =+ standard error of the mean (SEM), and statistical significance was determined
using an analysis of variance (ANOVA) with a confidence level of 95% (* p < 0.05), followed
by the one-tailed Dunnet test compared to Indo and the Tukey test. All analyses was
performed usingIBM-SPSS statistics ver. 23.0 statistical program (GraphPad Software, IBM,
San Diego, CA, USA).

4. Conclusions

This report presents.the biological activity of organic extracts obtained from the bark
and leaves of I. jinicuil. The anti-inflammatory activity tests showed moderate to good
effects, with thé dichloromethan@extract from bark showing the highest activity, followed
by the hexanic extract from leaves. Based on the findings of anti-inflammatory activity, it
is possible to propose\the explotation of the potential antinociceptive effect of the tested
extracts, using an appropriate pharmacological model. Likewise, it was found that the
three extracts from the bark of this plant-have excellent antibacterial activity (primarily
against methicillin-resistant"Staphyloceecus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains) and
this leads us to consider thespossibility 0f extending antibacterial activity tests to a greater
number of microbiological strains of clinical\interest. On the other hand, it should be
mentioned that, to our knowledge, this is thefirst approach to the phytochemical profiling
of bark and leaves of 1. jinicuil, which is consistent with the chemotaxonomic profiles
reported for other species of Inga and suggest thespresence of polyphenolic compounds,
flavonoids, triterpenes, and lipid prenols, as well ag™aliphatic and esterified aliphatic lipids;
these natural products may be responsible for both bioactivities assessed in this work.
These results allow predicting a wide potential for futurestudies aimed at the isolation
and structural characterization of compounds that might-serve as molecular templates
with specific biological activities. Finally, it is important_ té highlight that these results
systematically contribute to the use in traditional Mexican medicine of a highly important
sociocultural and nutritional species such as Inga jinicuil Schltdl & Cham. ex G. Don.

Supplementary Materials: The following are available online at https: /# wsaw.mdpi.com/article/
10.3390/ plants11060794/s1, Figure S1: UV-spectra of the main compounds of (Ij-BD) 1. jinicuil;
Figure S2: UV-spectra of the main compounds of (Ij-BHac) I. jinicuil; Figure{S3; UV-spectra of the
main compounds of (Ij-LD) L jinicuil; Figure S4: UV-spectra of the main compofinds of (Ij-LHac)
L jinicuil.
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