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Resumen

La resistencia antimicrobiana en la actualidad representa uno de los problemas mas
grandes enstemas de salud publica, debido a que los microorganismos han desarrollado
la capacidad de-tolerar los medicamentos ya existentes dando como resultado que los
tratamientos sean'menos efectivos aumentando el riesgo de infecciones, complicaciones

graves o la muerte.

En esta investigacionSe-realizo el estudio fitoquimico del extracto hidroalcohdlico y
hexanico de las hojas® de, Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia. El extracto
hidroalcohdlico se analizé mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector
de arreglo de diodos (CLAR-DAD), llevando a cabo una identificacion cualitativa de los
compuestos presentes. Se determind la presencia de acido clorogénico, isoorientina,

orientina, un analogo de vitexina y un_analogo de catequina.

Para el extracto hexanico de ambas especies, se realizé un analisis mediante
cromatografia de gases acoplada‘a-espectrometria de masas (CG-EM) y se identificaron
23 compuestos, siendo los de ‘\mayor (abundancia: octacosano, nonacosano,
hentriacontano, tritriacontano y dos compuestosicon actividad biolégica reportada como

son: a-amirina y B-sitosterol.

Se evalué la actividad antimicrobiana de los extractos ‘por microdilucion en caldo donde
se pudo observar que el extracto hexanico de C. peltata e hidroalcohdlico de C.

obtusifolia fueron activos.

Por lo anterior, se concluye que los compuestos identificados en los.€studios fitoquimicos

podrian ser los responsables de la inhibicion observada en la evaluacién antimicrobiana.

Palabras claves: Cecropia peltata, Cecropia obtusifolia, analisis por CLAR-DAD,
analisis por CG-EM, actividad antimicrobiana
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Abstract

Antimicrebial resistance is an increasing problem in global health, where microorganisms
as bacteriasand fungi develop the ability to tolerate existing drugs. This occurs due to the
excessive or inappropriate use of antimicrobials, resulting in treatments becoming less

effective and increasing the risk of infections, severe complications, and even death.

In this research, the phytochemical study of hydroalcoholic and hexane extracts from the
leaves of Cecropia+ peltata and Cecropia obtusifolia was conducted using
chromatographic techniques, .The hydroalcoholic extract was analyzed using High
Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector (HPLC-DAD),
qualitatively identifying compounds in each species through preliminary comparison with
standards and literature, revealing the presence of chlorogenic acid, isoorientin, orientin,

a vitexin analog, and a catechin analog:

The hexane extract of both species, was analyzed using Gas Chromatography coupled
to Mass Spectrometry (GC-MS)~identifying’ 23 compounds, including octacosane,
nonacosane, hentriacontane, tritriacontane, and two compounds with reported biological

activity: a-amyrin and 3-sitosterol.

The antimicrobial activity of the extracts-was evaluated using the broth microdilution
method, where the hexane extract of C. peltata and'the_hydroalcoholic extract of C.
obtusifolia showed antimicrobial activity. Based on these findings, it is concluded that the
compounds identified in the phytochemical studies may be responsible for the observed

inhibition in the antimicrobial evaluation.

Keywords: Cecropia peltata, Cecropia obtusifolia, HPLC analysisy GC-MS analysis,

antimicrobial activity

XV



1. Introduccion

La medic€ina tradicional es un conjunto muy amplio de saberes y procedimientos que ha
sido utilizados/a través de los afos en diversas culturas alrededor del mundo. Estos
procedimientosfincluyen de manera importante el empleo de plantas medicinales. Desde
hace muchos afios_la medicina tradicional ha jugado un papel muy importante en el
tratamiento y preveneion de multiples enfermedades. En muchos lugares, sigue siendo
la primera opcion para.el cuidado de la salud, usandose de manera complementaria o
integrandola a la medicinaimoderna. Esto ha despertado el interés en la investigacién
cientifica, ya que tras su estudio se han logrado identificar los compuestos responsables

de la actividad bioldgica, dandosasi un sustento a numerosos tratamientos tradicionales.

En este sentido, las plantas del genero Cecropia han sido utilizadas como alternativa
medicinal para multiples enfermedades, ya que sus metabolitos secundarios tienen
efectos  potenciales como  antimicrobiano, hipoglucemiante, vasodilatador,
antihistaminico y antiasmatico (Hernandez-€arvajal, 2012). Dos especies importantes de
este género empleadas en la medicina tradicional del estado de Tabasco son Cecropia
peltata y Cecropia obtusifolia, para-ilas ,cuales'se ha reportado la presencia de
flavonoides, acido clorogénico, triterpenos)y esteroides, a quienes se atribuyen los

efectos farmacologicos encontrados (Ospina Chavez«€t.al., 2013).

Por otro lado, debe reconocerse que una de las problematicas de salud actual, es la
resistencia a los antimicrobianos, lo cual hace que la poblacién sea cada vez mas
susceptible a enfermedades infecciosas con mayor duracién o'que.incluso pueden llegar
hasta la muerte. Se ha reportado que las especies del género Cecropia tienen potencial
antimicrobiano, representando una alternativa para los farmacos que ya existen en el

mercado.

En este trabajo, se realiz6 el analisis semicuantitativo del contenido metabdlico de los
extractos organicos de Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia mediante técnicas
cromatograficas como la CLAR-DAD y la CG-EM, determinando que en el“extracto
hidroalcohdlico de la especie C. obtusifolia es la que tiene mayor proporcion de acido

clorogénico e isoorientina. En cambio, C. peltata posee la mayor proporcion de orientina.



En el .caso del extracto hexanico se observd la presencia de dos compuestos
responsables de multiples actividades biolégicas como lo son el B-sitosterol, con una
abundanciarelativamente similar en ambas especies y la a-amirina que se encuentra

mas abundante’en C. peltata.

Posteriormente l6s extractos organicos fueron probados en un modelo in vitro para asi
conocer su efectividad'frente a diferentes cepas de microorganismos; se observé que el
extracto hidroalcohdlico” de C. obtusifolia fue mas activo frente a diez cepas de
microorganismos, de las‘cuales 5 son grampositivas, 4 gramnegativas, ademas del
hongo, lo cual podria atribuirse a_la presencia de acido clorogénico e isoorientina (Rojas
et al., 2006; Andrade-Cetto et al’, 2007; Ospina Chavez et al., 2013; Rivera-Mondragon
et al., 2020). Por otro lado, el extracto hexanico de C. peltata fue mas activo contra siete
cepas, de los cuales 3 fueron de bacterias grampositivas, 3 gramnegativas y el hongo, lo
cual podria deberse a la presencia de_a-amirina, compuesto que ya ha sido reportado
como antimicrobiano (Saenz Esqueda et al., 2012; Unidad de Informatica del Instituto de
Quimica, 2016).



2. Marco teorico

2.1 Fitoquimica y metabolitos secundarios

2.1.1 Fitoquimica

La palabra fitaguimica hace referencia al estudio de los compuestos con actividad
bioldgica que se encuentran alojados en las plantas, los cuales han despertado el interés
por su estudio ya quespermiten el descubrimiento de nuevas estructuras quimicas que

resultan utiles en la producciéon de nuevos farmacos (Olivoto et al., 2017).

La fitoquimica es una disciplina de la ciencia que tiene como objetivo la obtencion de los
compuestos sintetizados por~las plantas aplicando procesos como la extraccion,
aislamiento, purificacién, elucidacion-de las estructuras quimicas y la caracterizacion de
dichas sustancias para asi conocer_suractividad bioldgica y si benefician o perjudican la
salud humana, a las plantas, animales.y microorganismos (Figueroa Sanchez y Garcia,
2002). Ademas, nos permite la clasificacion de los componentes activos de acuerdo con
el grupo funcional al que pertenecen y para comprobar los métodos analiticos mas

efectivos para su obtencién (Olivoto.et al., 2017)«

2.1.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se forman a través de rutas biosintéticas del metabolismo
primario (Luckner, 2013). Estos son compuestos quimices’producidos por las plantas que
desempenan funciones fundamentales en su interaccién)con el medio ambiente,
particularmente en la proteccibn ya que actuan como fepelentes o toxinas para
herbivoros, patégenos u otros organismos que puedan représentar una amenaza
(Figueroa Sanchez y Garcia, 2002). Algunos ejemplos habituales de metabolitos
secundarios en las plantas incluyen alcaloides, terpenos, fenoles, entre.otros y pueden
aumentar en respuesta a sefiales de estrés. Quimicamente, los metabolitesysecundarios
se dividen en tres grupos principales: terpenos, compuestos fendlicos y campuestos de

nitrégeno (Balansundram et al., 2006).



Terpenos

Los terpenos son compuestos quimicos producidos por las plantas y algunos animales,
se encuentfan constituidos por el compuesto de cinco atomos de carbono llamado
isopentenil pirofosfato (Almaraz-Abarca et al., 2006). Estan clasificados segun el numero
de unidades isopentenil pirofosfato que contenga en su estructura; por lo tanto, los
monoterpenos son-sustancias que contienen 10 carbonos a partir de dos unidades de
isopreno (Figura 1), los/sesquiterpenos tienen 15 atomos de carbono a partir de tres
unidades de isopreno, los'diterpenos son sustancias con 20 atomos de carbono a partir
de cuatro unidades de‘sisopreno y asi sucesivamente. Los monoterpenos vy

sesquiterpenos los podemos encontrar en las plantas (McMurry, 2008).

H,C CH, CH; CH;,

\\\\OH

chh

Figura 1. Estructura general de los monoterpenos,(Creacion propia realizada en ChemSketch)

Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos poseen un anillo aromatico de areno (fenilo) y al menos un

grupo hidroxilo unido (Figura 2) (Caretto et al., 2015).

M (2) (3)

HO
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Figura 2. Estructura quimica de compuestos fenélicos simples: (1): Acido gélico, (2): Resorcinol y (3): Hidrogtirona
(Creacion propia realizada en ChemSketch)



Los compuestos fendlicos se pueden clasificar de acuerdo con los grupos funcionales
unidos*al_fenol, o basados en el numero de unidades de fenol en la molécula. Los
principales” compuestos fendlicos incluyen flavonoides, antocianidinas, isoflavonas,
chalconas, estilbenos, cumarinas y furanocumarinas, monolignoles y lignanos, nafta y

antraquinonas 'y diaril-heptanoides (Caretto et al., 2015).
Compuestos de nitrogeno

Los compuestos nitrogenados son quimicamente muy variados y la mayoria de estos
resultan de la sintesis de aminoacidos. En este grupo de compuestos podemos encontrar
los metabolitos secundarios _del tipo alcaloides, los glicésidos cianogénicos,

glucosinolatos y los aminoacid@s no proteicos (Almaraz-Abarca et al., 2006).

Los alcaloides se pueden clasificar segun su precursor biosintético. Algunos alcaloides
como la quinina y la estricnina son ‘indolmonoterpénicos. Otros, como la cocaina,
pertenecen al grupo de los alcaloides ‘tropano. También estan los alcaloides del tipo
benzilisoquinolina, destacando la‘morfina, y elgrupo de las bisbenzilisoquinolinas, al que

pertenece el curare (Kutchan, 1995),

Los glicosidos cianogénicos y los glucoesinolatos no son compuestos toxicos por si
mismos. Sin embargo, se convierten en compuestos toxicos cuando existe un dafio en
los tejidos de las plantas, estimulando la hidrdlisis e ‘iniciando la produccién de acido
cianhidrico impidiendo la respiracion celular, y nitrilos, tiogianatos e isotiocianatos, que

son sustancias quimicamente muy activas (Taiz & Zeiger, 1991))

Por su parte, los aminoacidos no proteicos son sintetizados por.muchas especies de
plantas. Estos no forman parte de la estructura de las proteinas, encontrandose libres y
pueden tener dos funciones, como material de reserva y como un sistema de defensa

contra los herbivoros (Taiz & Zeiger, 1991).

En el estudio de los compuestos presentes en las plantas, se emplean diversas técnicas
analiticas clave para su extraccion, identificacion, aislamiento, purificacién y
caracterizacion. Entre estas técnicas, la cromatografia. La cual ha sido una herramienta
indispensable en los estudios fitoquimicos, permitiendo separar los diferentes

componentes de una muestra basandose en sus propiedades fisicoquimicas.



2.2 Cromatografia

La cromatografia es un método de separacion utilizado para analizar mezclas complejas.
Consiste en distribuir los componentes de la mezcla entre dos fases: una estacionaria, y
una movil que\ se desplaza a través de la estacionaria, esto permite que cada
componente se vaya.separando segun la afinidad que tenga con ambas fases (Christian,
2009).

En la cromatografia de.'gases (CG), se separan sustancias gaseosas segun su
interaccion con una fase estacionaria frente a una fase gaseosa. La cromatografia liquida
(CL) engloba técnicas como la exclusion por tamafio (separacion basada en el tamano
molecular), el intercambio idnico.(separacion segun cargas eléctricas), y la cromatografia
liguida de alta resolucién (CLAR);"que emplea la adsorcion en una fase liquida. La
cromatografia de capa fina (CCF), esfuna version plana de la cromatografia liquida, y la
electroforesis, donde la separacion en un gradiente eléctrico depende de la carga y
magnitud del soluto (Christian, 2009):

2.2.1 Cromatografia de liquidos de.alta resoluciéon acoplada a detector de diodos

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR) es ampliamente preferida por su
simplicidad y versatilidad en el analisis de'una.amplia’gama de compuestos. Esta técnica
es capaz de separar y estudiar tanto compuestos volatiles como no volatiles, asi como
compuestos polares, no polares e incluso idénicos. La CLAR/se utiliza comunmente para

el analisis de los compuestos presentes en las plantas (Christian, 2009).

Funciona mediante la interaccién de una fase liquida mévil yfuna fase estacionaria,
donde los componentes de la muestra se van separando segun Su /afinidad por estas
fases y su solubilidad en el disolvente empleado. Esta capacidad de separacion permite
la identificacidn y cuantificacion de los diferentes componentes presentes.dentro de una
muestra, proporcionando informacion importante para investigaciones _cientificas
(Christian, 2009) (Figura 3).



Figura 3. Cromatografo de liquidos de alta eficiencia (Christian, 2009)

Uno de los métodos cromatograficos mas utilizados para la identificacién de los
compuestos presentes en las plantas mediante la toma de huellas dactilares es la
cromatografia liquida de alta resolucidn,acoplada a un detector de diodos (CLAR — DAD).
El uso de detectores de diodos en_cromatografia proporciona ventajas significativas en
el analisis de compuestos, ya que/permiten-abtener informacién adicional mas alla de los
perfiles cromatograficos obtenidos a‘longitudes de onda simples. Con los detectores de
diodos, es posible generar espectrosespecificos’para cada pico cromatografico, lo cual
es fundamental para identificar y evaluar la’pureza‘de eada componente presente en una

muestra (Lucio Gutiérrez, 2012).

2.2.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria.de masas

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de.masas (CG-EM) es una
técnica analitica avanzada que mide la relacién masa-carga (m/z).de iones generados a
partir de la muestra. La mayoria de los iones tienen una sola carga(z = 1). La velocidad
de flujo en las columnas capilares es generalmente lo suficientemente baja como para
permitir que el flujo salga directamente hacia la camara de ionizacién del espectrometro
de masas. Las fuentes mas comunes de iones son el de impacto de electrones y la
ionizacion quimica. Los analizadores de masas que mas se utilizan son Jes) de tipo

cuadrupolo y trampa ionica (Skoog et al., 2014).

En CG-EM, el espectrdmetro de masas (Figura 4) escanea repetidamente las masas

durante un experimento cromatografico. Para procesar la gran cantidad de datos



generados, es imprescindible utilizar un sistema computarizado especializado. Estos
datos ‘puieden analizarse de varias formas. En primer lugar, se pueden sumar las
abundanciase«de los iones en cada espectro y graficarlas en funcion del tiempo para
obtener un cfomatograma iénico total. En segundo lugar, es posible mostrar el espectro
de masas en momentos especificos del cromatograma para identificar las especies que
eluyen en esos tiempos determinados. Finalmente, se puede seleccionar y monitorear
continuamente un valerunico de relacion masa-carga (m/z) a lo largo del experimento
cromatografico, utilizando,una técnica conocida como monitoreo selectivo de iones. Los
espectros de masas de losliones seleccionados durante el experimento se conocen como
cromatogramas de masas. Los instrumentos de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) han sido fundamentales para la identificacién precisa
de una amplia variedad de componentes presentes en sistemas naturales y bioldgicos
(Skoog et al., 2014).

Figura 4. Sistema para cromatografia de gases-espectrometria de masas (Chtistian, 2009)



2.3 Metodologias para la evaluacién antimicrobiana

Existen dos'categorias principales de métodos para evaluar la actividad antibacteriana:

métodos de difusién y métodos de dilucion (Ramirez & Marin, 2009).

2.3.1 Métodos.de difusién

Esta técnica se fundamenta en el método de Kirby-Bauer y busca cuantificar el efecto de
un conjunto de sustaneias,de prueba en varias cepas bacterianas aisladas de procesos
infecciosos. El procedimiénto evalua la concentracion de la sustancia necesaria para
inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana, correlacionandola con el tamafno del halo
de inhibicion en la superficie de.una placa de agar. Esta placa se prepara con un medio
de cultivo apropiado y se siembra de manera uniforme con la bacteria en prueba.
Ademas, se coloca un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro impregnado con la
sustancia en cuestion, o se utiliza un p6zo con una cantidad especifica de dicha sustancia
(Ramirez & Marin, 2009).

2.3.2 Métodos de dilucion

El método de dilucion en agar o en.caldo es‘una.técnica crucial en microbiologia para
evaluar la susceptibilidad de microorganismos" a“diferentes agentes antimicrobianos.
Este método permite determinar dos parametros importantes: la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida(CMB). La CMI se define como la
concentracion mas baja de un agente antimicrobiano _que inhibe visiblemente el
crecimiento de un microorganismo después de un periode."de incubacion estandar,
generalmente 24 horas. Por otro lado, la CMB representa la° menor concentracién del
agente antimicrobiano que logra matar al microorganismo en cuestion (Ramirez & Marin,
2009).

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con una
determinada concentracién de extracto vegetal, luego el microorganismo es inoculado y
se incuban por 24 horas para luego ser examinada; verificando el crecimiento del
microorganismo. Mientras que en la técnica de microdilucion en caldo se utilizantubos o

microplacas a las que se le aflade una concentracién de extracto vegetal y seguido de



esto, se”inoculan las cepas de microorganismos para determinar el CMI después de 24

horas de incubacion (Ramirez & Marin, 2009).

En el método de dilucién en caldo se emplean indicadores REDOX como el bromuro de
difeniltetrazoliof(MTT) y la resazurina para determinar la viabilidad celular. EIl MTT es
metabolizado por‘las células que estan activas, transformandose en formazan, lo cual
conduce a la formaeion de una coloracion purpura que es directamente proporcional a la
cantidad de células vivas'presentes (Sanchez-Garcia et al., 2016). Ademas, se utilizan
las sales de tetrazolio, como el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), las cuales son
indicadores REDOX. Al igual que otros indicadores mencionados previamente, estas
sales, tras ser reducidas por_enzimas, se convierten en formazan, generando una
coloracion roja. Este cambio de”gelor indica la presencia de organismos vivos activos,
los cuales muestran actividad desdeshidrogenasa. En contraste, en presencia de
organismos muertos, cuyas enzimas estan desnaturalizadas, no se observa la formacién

de coloracion (Sanchez-Garcia et-al., 2016).
2.4 Género Cecropia

Es un género con alrededor de 61 especies neotropicales, con localizacion en México y
Sudamérica, en donde alcanza la mayor diversidad. Son arboles capaces de
desarrollarse en climas calido-humedos “de las zonas tropicales. Es capaz de
desarrollarse cerca de arroyos, bordes y en claros (Carvajal-& Pefia-Pinela, 1997; Berg
et al., 2005). En México, existen principalmente dos especies.de este género, Cecropia
obtusifolia y Cecropia peltata las cuales se encuentran distribuidas en la vertiente del
Golfo desde Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Tabasco, Quintana-:Roo y Yucatan y, en
la vertiente del Pacifico desde Sinaloa hasta Chiapas y aunque es muy poco comun, se
han encontrado ejemplares de Cecropia obtusifolia en el estado de Querétaro donde sélo
se encontraron dos colecciones, es muy rara y al borde de la extincion (Franco Rosselli
& Berg, 1997; Vazquez Yanes et al., 1999).

A este género de plantas se le conoce comunmente en México con los siguientes
nombres: guarumbo, guarumo, trompetillo, trompeta, hormiguillo, sarumo, yarumeg, éen

lengua huasteca tsulte, en maya kooché, en zapoteco yabioo, yava, yaga-gacho, ‘en
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lenguaspopoluca sushanguji y en la lengua yokot'an se denomina k'olok (Carvajal &
Pena-Pinela, 1997; Alejandro et al., 2010).

Son arboles'de sexualidad dioica (macho y hembra), pueden alcanzar hasta los 35 m de
altura, el troncoposee un diametro de 50 cm y esta hueco en el centro. La copa de los
arboles tiene formarde candelabro o sombrilla y sus hojas se encuentran expuestas al
sol directamente, estas tienen un tono verde oscuro brillante en el haz y son grisaceas
en el envés, presentan dimorfismo en su follaje, ya que cuando recién aparecen las hojas
son angostas y cerradasytras el desarrollo estas van abriéndose hasta que se forman 5
I6bulos y alcanzan el follajescomun, es considerado un arbol perennifolio ya que pasa la

mayor parte del afio con las hojas verdes (Vazquez Yanes et al., 1999).

Las raices de los arboles son zancudas de forma circular que pueden medir entre 0.5 a
1 m de altura y esto les permite viviren zonas de selvas donde hay inundaciones en
ciertas estaciones del afio. Poseen flores-en espigas, la flor masculina se encuentra en
un conjunto de 11 a 14 espigas/ de color-amarillo mientras que la flor femenina se
encuentra en conjuntos de 3 a 5 eSpigas y son“de color verde grisaceo (Vazquez Yanes
et al., 1999).

Las semillas son muy pequefias con medidas de 1 a2:8 mm de largo y 0.8 a 1.3 mm de
ancho con un color pardo brillante. En la base de las/hojas se forman triquilios, en los
cuales se encuentran localizados los corpusculos alimenticios, estos son el sustento de
las hormigas “Azteca muelleri”’, éstas habitan las ramas y«tallos del arbol. Este es un
proceso conocido como simbiosis y gracias a esto, los ejemplares de Cecropia se

mantienen protegidos de cualquier invasor (Carvajal & Pefa-Pinela, 1997).

En la Figura 5 se muestran arboles de Cecropia sp., mientras que la Figura 6 presenta

acercamientos a las hojas.

1



e@a sp. (Imagenes propias, 25 de noviembre de 2023)

%

Figura 6. Hoja de Cecropia sp. (Imagenes propias, 25 de no@re de 2023)

2.4.1 Clasificacion taxonémica o/

A continuacién, se muestra la clasificacion taxonémica de Cecropia_spp.

Reino: Vegetal.
Division: Spermatophyta %
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Orden: Urticales
Familia: Moraceae
Género: Cecropia



2.4.2 Diferencias entre Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia

En la*Tabla 1 se observan las diferencias morfolégicas que existen entre ambas

especies.

Tablag=Caracteristicas que diferencian a Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia

Caracteristicas
morfolégicas

Cecropia peltata

Cecropia obtusifolia

Altura del arbol

Ramas

Dimensiones de las hojas

Punta de las hojas

Nervaduras secundarias

Caracteristicas de los triquilios

Dimension de las estipulas

Caracteristicas de las flores

Inflorescencia

Flores

Fruto

De15a25m
Color verde con un espesor
de 1.5 a4 cmy de aspecto
frondoso
10 a 20 cm de ancho y 60 cm
de largo (maximo)

Acuminado o redondeado.

10°a 15 en promedio.

De color marrén
entremezclado con pelos
blancos cortes (en ocasiones
largos)

3 a 12 em.de largo.

Perianto tubular de.1a 1.5
mm de-largo, con pelos cortos
y,rigidos!

Pistilada en'pares, erectos a
colgantes.

Con perianto de 1a 1.5 mm
de largo.
Ovoide a elipsoide*ton 2 mm
de largo, tuberculado y de
color marrén oscuro.

De12a30m
De color verde o violaceos
con un espesorde 1.5a5cm
y de aspecto frondoso.

15 a 30 cm de ancho y 90 cm
de largo (maximo)
Obtusos a redondeados o
acuminados.

15 a 25 en promedio.

Color marrén entremezclado
con pelos blancos cortos.

5a 15 cm de largo.
Perianto
tubular de 1 a 1.5 mm de
largo, generalmente con
pelos cortos.
Pistilada en pares (o0
solitaria), erecta o por lo
menos las espigas péndulas.
Con perianto de 1.5a 2 mm
de largo.
Elipsoide, de 2 a 2.5 mm de
largo, liso y color marrén
oSscuro.

(Construccion propia a partir de los datos descritos por Berg et al., 2005)

2.5 Estudios etnobotanicos del Género Cecropia

Este género ha sido empleado en la medicina tradicional, ya que‘\posee propiedades
broncodilatadoras, antimicrobianas, diuréticas, antiinflamatorias e hipoglucemiantes.
Ademas, se destaca por la diversidad de compuestos quimicosg que produce,
principalmente del tipo flavonoides, terpenoides y esteroides (Costa et al., 2011). Una de
las especies que podemos destacar es C. peltata ya que la infusion de sus~hojas es
utilizada en afecciones respiratorias, cardiovasculares y como diurético (Jaramillovet al.
2008). Y sus hojas se han empleado como extractos tranquilizantes, aunque de esto no

existe ninguna base cientifica. Asimismo, C. obtusifolia se ha empleado a lo largo de fos
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afios como hipoglucemiante, este efecto ha sido atribuido a los metabolitos secundarios
acido clerogénico e isoorientina, aunque estos podrian no ser los Unicos responsables
de dichavactividad (Aguilar Santamaria et al., 2004). Otra especie popular es C.
membranaceasta cual ha sido estudiada en modelos in vivo y se ha comprobado que
posee efectos ‘anticonvulsivos y ansioliticos, ademas, otros autores han reportado que
contiene metabolitos del tipo flavonoide, tanino y terpenoide. Igualmente C. glaziovii, C.
pachystachya, C. hololeuca y C. adenopus han sido de las especies mas estudiadas a lo

largo de los afios (Luengas et al., 2005; Tanae et al., 2007; Ospina Chavez et al., 2013).
2.6 Estudios fitoquimicos del Género Cecropia

El aislamiento e identificacidon de.compuestos en especies de Cecropia, se ha realizado
mediante técnicas espectrofotométricas, cromatograficas y espectroscopicas, donde los
principales compuestos aislados han sido del tipo polifenoles, como es el caso del acido
clorogénico (1); compuestos del tipo flavonoide, como: isoorientina (2) y sus analogos
estructurales, como orientina (3) y vitexina<(4) (Figura 7). (Andrade-Cetto & Wiedenfeld,
2001; Castro et al., 2014; da Silva\sMathias”& Rodrigues de Oliveira, 2018; Rivera-
Mondragoén et al., 2017; Rivera-Mondragén.et alg; 2019).

(1) (3)

HO COOH

HO
HO™ ™ = O |
OH

OH
(4)
HO I o]
Glu

OH O

Figura 7. Estructuras de los principales metabolitos secundarios presentes en las especies de Cecropia: (1uAcido
clorogénico, (2): Isoorientina, (3): Orientina y (4): Vitexina (Creacion propia realizada en ChemSketch)
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2.6.1 Eitoquimica de Cecropia spp.

La Tabla 2.resume los estudios fitoquimicos mas importantes que se han realizado para

diferentes€species del género Cecropia.

Tabla 2.Principales compuestos aislados de los extractos organicos de Cecropia spp.

Principales compuestos

Especie(s) aislados

Tipo de extracto  Referencia

Flavonoides, terpenos,
procianidinas, catequinas,
azucares mixtos y acido
Cecropia glaziovii clorogénico
Flavonoides como isoorientina
y vitexinagy compuestos como
acido fendlico y procianidinas

Cecropia B-sitosterolyv-sitosterol y
membranacea y estigmasterol; asi como
Cecropia esteroides, tanines y acidos
metensis grasos
, Alcaloides, saponinas,
Cecropia

flavonoides, triterpenosyacido

Acuoso y (Rocha et al., 2002;
butandlico Tanae et al., 2007)
Metandlico (Daga, 2020)
Etandlico,

(Hernandez Carvajal et

butanclico y al., 2012, 2013, 2014)

etéreo

Acetato de etilo,
diclorometanico, (Ortiz-Ardila, 2017).

mutisiana clorogénico y fenoles etandlico y etéreo
Cecropia Acido cloregénico,
ach stagh a isoorientina/orientina, (da Silva Mathias &
p C}écro i;/ y flavonoides, acidos fendlicos, Metandlico Rodrigues de Oliveira,
holo/egca taninos; como proCianidina y 2018).
terpenos del tipo iridoides
Cecropia Insignis Acidos fendlicos, - (Rivera-Mondragon et
y Cecropia . . Metandlico
hispidissi flavonolignanos y saponinas al., 2019).
ispidissima

(Construccion propia a partir de los datos de la bibliografid)

2.6.2 Fitoquimica de Cecropia peltatay Cecropia obtusifolia

Se han realizado diversos estudios cromatograficos como CLAR-DAD, CG-EM y CCF

para conocer el contenido metabdlico de los extractos organicos de Cecropia peltata y

Cecropia obtusifolia tal como se muestra en |la Tabla 3.

Tabla 3. Principales compuestos aislados de los extractos organicos de Cecropia peltata y Cecropia
obtusifolia

Principales compuestos

Especie(s) aislados

Tipo de extracto  Referencia

Acido clorogénico, rutina y
vitexina

Antocianinas, aminoacidos,
Cecropia peltata cumarinas, antraquinonas,
cardiotonicos, alcaloides,
taninos, flavonoides,
triterpenos, saponinas,
esteroides y terpenos.

(Nicasio et al#2005;
Metandlico Rivera-Mondragon et
al., 2019)

(Rojas et al., 2006;
Ospina Chavez et al.,
2013; Hoyos et al.,
2014)

Etandlico
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Acido clorogénico, isoorientina (Rojas et al., 2006;

flavonoides, taninos, terpenos Hexanico Ospina Chavez et al.,
y esteroides. 2013)
Acido clorogénico, (Rojas et al., 2006;

isoorientina, flavonoides, Acuoso Ospina Chavez et al.,
taninos, terpenos y esteroides. 2013
Acido clorogénico, flavonoides (Andrade-Cetto et al,

X ’ S Butandlico 2007; Ospina Chavez et
taninos, terpenos y esteroides. al. 2013

(Rivera-Mondragon et

Acido clorogénico, rutina y -
Acetoénico
al., 2019)

vitexina
Acido clorogénico,
isoorientina, orientina, vitexina

(Duarte-Alonso et al.,

Hidroalcoholico 2020; Medrano-Sanchez

y catequina (Etanol/Agua) et al., 2023)
(Andrade-Cetto et al.,
2001; Revilla-Monsalve
Flavonoides, isoorientina y ACLOSO et al., 2007; Alonso-
acido cloregénico I:Car?troBet al., 20tO%;
ortis-Barrera et al.,
2019)
Flavonoides, isoorientina y Butandlico (Andrade-Cetto et al.,
acido clorogénico 2001;
Acido ursélico, oleandlico y
Cecropia lbassico, (?sjtigmasteroll, !3- - (Aguilar.Sa'ntarparia et
obtusifolia S|tqstero_l, apldo glorqgenlco, Metandlico al., 2004; Nicasio et al.,
isoorientina, vitexina e 2005; Daga et al., 2020;
isovitexina
Flavonolignanos, polifenoles, Hidroalcohslico (Rivera-Mondragon et
acido clorogénico, isoorientina, (Etanol/Agua) al., 2019; Medrano-

Sanchez et al., 2023)
(Rivera-Mondragon et
al., 2019;

orientina, vitexina y catequina
Flavonolignanos, polifenoles.y.
) acido clorogénico
Acido clqrogenlco, flav0(10|des, ’ Rivera-Mondragén et
flavonolignanos, saponinas y Etandlico

4 ; al., 2020

triterpenoides
(Construccion propia a partir de los datos de la bibliografia)

AgualAcetona

2.7 Estudios de actividad antimicrobiana del Género Cecropia

La resistencia antimicrobiana en la actualidad representa unos.de"los problemas mas
grandes a la salud publica de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS);
tan solo en el 2018 la OMS estimé medio millon de casos nuevos”de tuberculosis
resistente al farmaco rifampicina (TBRR). Como parte de las estrategias‘implementadas
en el plan de accién mundial en 2015 para la contencion de la resistencia a
antimicrobianos, se propuso la busqueda de nuevas alternativas a los farmacos actuales
para combatir esta problematica (OMS, 2020). Por lo que, se han realizado diversos
estudios de la actividad antimicrobiana para conocer el comportamiento de los extractos

organicos de Cecropia spp. tal como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Estudios antimicrobianos de los extractos organicos de Cecropia spp.

. Tipo de Técnica de . . .
Especie(s) extracto evaluacién Microorganismos Referencias
- Actividad Parasito de la (de Mello Cruz et al.,
Etandlico L ; o
enzimatica leishmaniasis 2013)
Escherichia coli,
Saccharomyces
Acuoso cerevisiae, Pseudomona (Brango-Vanegas et
Cecropia Actividad - al., 2014)
. X aeruginosa 'y
pachystachya antimicrobiana por
Staphylococcus aureus
MIC
Staphylococcus aureus,
Metanolica Escherichia coli, (Oliveira Souza et al.,
Pseudomona aeruginosa 2014).
y Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans y
o Streptococcus mutans, (Rojas et al., 2006:
Hexanico Streptococcus [3- Daga, 2020)
haemolyticus y Candida 9a, '
albicans y Escherichia
coli
Cecropia Actividad Klebsiella pneumoniae, (Rojas et al., 2006;
olt af a Metandlico antimicrobiana.por Candida albicans y Méndez Leal et al.,
p MIC Streptococcus mutans 2011).
Klebsiella pneumoniae, .
Acuoso Candida albicans y (Méndez Leal et al.,
2011)
Streptococcus mutans
Staphylococcus aureus,
Etanélico Escherichia coli, (Hoyos, 2014; Daga,
Pseudomona aeruginosa 2020).
y Klebsiella pneumoniae
ACUOSO Candida albicans 'y Zavala Sanchez et
Staphylococcus aureus al., 1997
- Modelo de patrén . . Zavala Sanchez et
Metandlico de susceptibilidad Candidaaalbicans al., 1997
Cecropia _ , ) Zavala Sanchez et
obtusifolia Cloroférmico Candida albicans al., 1997
No se P
. Estudio in silico con ;
realizo la . ) . (Lobato-Tapia et al.,
evaluacion proteinas 2BL9, Género Plasmodium 2023)

de extractos 4ZL4y 1CET

(Construccion propia a partir de los datos de la bibliografia)
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3. Justificacion

Existen uha serie de malas practicas que han generado un problema grave a nivel
mundial, cemoe lo es la resistencia bacteriana ante los agentes antimicrobianos, entre
estas practicas~se encuentran: el uso excesivo de este tipo de farmacos, su
administracion ipapropiada en infecciones virales como la gripe y el tratamiento de
enfermedades enwanimales sin la supervision de un veterinario, ademas de la
manipulacion incorrecta/de los alimentos en condiciones sanitarias deficientes (OMS,
2021). Estos factores “contribuyen a la aparicion de nuevas cepas de bacterias
resistentes, disminuyendo asfi las opciones para el tratamiento de infecciones, obligando
al uso de farmacos de mayor-Costo y prolongando la hospitalizacién de los pacientes,

provocando con ello que la resistencia bacteriana incremente los indices de mortalidad.

Las sustancias derivadas de plantas¢siempre han tenido una gran proyeccion, esto
debido a que presentan efectos potenciales para el tratamiento de infecciones y el control
de enfermedades. Una de estas“alternativas.se centra en la busqueda de sustancias con
actividad antimicrobiana presenteSen-los éextractos hidroalcohdlicos y hexanicos en
plantas, como son las del género Cecropia, en especial Cecropia peltata L. y Cecropia
obtusifolia B., que en la medicina tradiciopal son empleadas a manera de infusiones de
las partes aéreas para el tratamiento dea‘\diabetes, asma, problemas hepaticos e

infecciones bacterianas

4. Pregunta de investigacion

¢Los extractos organicos de C. peltata L. y C. obtusifolia B tienen potencial

antimicrobiano?

5. Hipotesis
Los extractos organicos de C. peltata L. y C. obtusifolia B. presentan” metabolitos

secundarios con potencial de actividad antimicrobiana.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general

¢ Analizar-el contenido fitoquimico y evaluar la actividad antimicrobiana de extractos

organicosvde alta y baja polaridad, obtenidos de hojas de C. peltata L. y C.
obtusifolia B.

6.2 Objetivos especificos

¢ Analizar por CLAR-DADrel contenido metabdlico de los extractos hidroalcohdlicos
de C. peltata L. y C. obtusifolia B.

e Analizar por CG-EM el ‘contenido metabdlico de los extractos hexanicos de C.
peltata L.y C. obtusifolia B:

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos organicos de C. peltata L. y
C. obtusifolia B.
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7. Metodologia

En la Fi 8 se muestra el esquema general de las actividades realizadas en este
A\

proyecto: /L

Cecropia
peltatay
Cecropia
obtusifolia

Tratamiento del material vegetal
y obtencion de los extractos

v (6 ‘
n He@ @/“ EtOH-H20
- (70:30)

4

Q#‘- bas
AR

o 2

CLAR-DAD . O Actividad

CG-EM g antimicrobiana

A4

" A

Discusiény

Resultados @ 5
Figura 8. Esquema general de la metodologia ;®
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7.1 Colecta de material vegetal

Las hojas de las especies de Cecropia fueron colectadas en los municipios de Tacotalpa
y Tenosique en el estado de Tabasco, se buscaron especimenes maduros con una altura
arriba de 2 metros, posteriormente se guardé un espécimen de cada muestra para
llevarlo al Herbario de la Divisién Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Juarez Auténoma de fabasco para su identificacién taxonémica.
7.2 Tratamiento delimaterial vegetal y obtencién de los extractos

Las hojas de las especiesde Cecropia fueron secadas al abrigo de la luz durante 72
horas, después fueron molidaspara reducir el tamafio de particula y se pasaron por un
tamiz (ELVEC, S.A. de C.V., México)No. 20, 0.850 mm) para homogeneizar la muestra.
La obtencidn de los extractos se realizd. mediante maceracion empleando disolventes de
polaridad creciente: n-hexano y una ‘'mezcla de etanol/agua en una proporcion 70:30
(hidroalcohdlico). El disolvente se/dejo en contacto con el material vegetal durante 24
horas, posteriormente, se filtré y se€ concentr6_mediante destilacion a presién reducida
utilizando un rotaevaporador para abtenerslos extractos correspondientes. Este
procedimiento se realizd tres veces para cada muestra para obtener una extraccion

exhaustiva (Medrano-Sanchez et al., 2023),

Una vez obtenidos los extractos se realizé €l calculo delfrendimiento de cada uno de

ellos, empleando la siguiente formula:

Peso del extracto

%R 100

" Peso de la muestra

7.3 Analisis metabdlico de Cecropia spp mediante CLAR-DAD

El analisis por CLAR-DAD de los extractos hidroalcohdlicos se realizé de acuerdo con lo
descrito por Gallegos et al. (2022), con algunas modificaciones usando un crematografo
Waters 2695 con un médulo de separacion Waters y un detector con ‘arreglo de
fotodiodos Enpower Pro-Software (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, \EE.
UU.). También se us6 una columna Supelcosil LC-F (250 mm x 4.6 mm d.i., tamafio de

particula 5 um; Sigma-Aldrich, Bellefonte, Pensilvania, EE. UU.) empleando como fase
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movil una solucién acuosa al 0.5% de acido trifluoroacético (302031, Sigma-Aldrich, San
Luis, Missouri, EE. UU.) como solvente A y acetonitrilo (34851, Merck, Darmstadt,
Alemania)’Como solvente B, con los siguientes gradientes: 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 un flujo de 0.9 mL/min. Se utilizé un volumen de
10 uL de una solucion metandlica con una concentracién de 2 mg/mL del extracto. Se
realizd un escaneo espectrofotométrico desde 200 hasta 600 nm para la identificacion

de los compuestos presentes en los extractos de Cecropia (Gallegos-Garcia et al., 2022).
7.4 Analisis metabdlico de Cecropia spp mediante CG-EM

El analisis de los extractos de‘-baja polaridad de las especies de Cecropia se realizd
mediante CG-EM de acuerdo conilo.descrito por Gallegos et al. (2022), realizando las
modificaciones necesarias para este(proyecto, empleando un equipo de cromatografia
Agilent 6890 Plus acoplado a un detector de masas cuadrupolo simple modelo 5972N
(Agilent Technology, Santa Clara,-California,/EUA). Los compuestos volatiles fueron
separados mediante una columna capilar HP¢EMS (25 m de largo, 0.2 mm d.i., con 0.3
um tamano de particula). La temperatura del harng. inicial fue de 40°C por 2 minutos y
después se programé una rampa de temperatura de40 a 260°C con un incremento de

10°C por minuto y se mantuvo por 20 minutos‘a 260°C(Gallegos-Garcia et al., 2022).

Las condiciones del detector de masas fueron las siguientes: temperatura de interfase
de 200°C y rango de adquisicién de masas de 20-550 uma. Las\temperaturas del detector
y el inyector fueron de 250 y 280 °C respectivamente, con un mode-de inyeccion Splitless
con 1 uL de cada muestra a una concentracién de 3 mg/mL. El gas«acarreador fue helio
con un flujo de 1 mL/min. En la identificacién de los compuestos volatilesise comparo el
espectro de masas obtenido con la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST) 1.7 y fueron comparados con la literatura (Gallegos-Garcia et al.,
2022).
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7.5 Actividad antimicrobiana (Microdilucion en Caldo)

El andlisis Jpara evaluar la actividad antimicrobiana se realiz6 por la técnica de
microdiluciénen caldo, utilizando 14 cepas ATCC de microorganismos que se enlistan
en la Tabla 5.

Tabla 5. Cepas de fricroorganismos empleados para la evaluacion de la actividad antimicrobiana

Microorganismos Clave

Grampositivas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Sa
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (RM) ATCC 43300 Saz
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 Se
Staphylococcus epidermidis AT.CC 12228 Sez
Staphylococcus epidermidisATCC 1042 Ses
Staphylococcus haemolyticus Sh
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Ef
Gramnegativas
Klebsiella pneumoniae ATCC.700603 Kp
Pseudomona aeruginosa ATCC\27853 Pa
Escherichia coli ATCC 1042 Ecq
Escherichia coli ATCC 25922 Ec2
Salmonella dublin ATCC 9676 Sd
Enterobacter cloacae ATCC 700323 Ecl
Hongo
Candida albicans ATCC 10231 Ca

*Clave: Se asigno para identificar a cada cepa durante el analisis.

(Fuente: Construccion propia)

Las cepas microbianas fueron incubadas en agar soya tripticaseina/durante 24 h a 37
°C. Posterior al tiempo de incubacion, se seleccionaron dos colonias y se sembraron las
bacterias en caldo Mueller-Hinton y se ajustd la concentracién con el estandar de
McFarland 0.5. Posteriormente se realizé una dilucién 1:50 tomando 50.uL de las

bacterias estandarizadas y disolviéndolas en 1950 uL de agua estéril.

Los extractos (alrededor de 31 mg) fueron disueltos en 1000 uL de una mezcla 8020 de
H2O-DMSO (solucion madre). Posteriormente, se depositaron en placas Elisa de<96

pozos, 10 pL de la soluciéon madre, 100 pL de caldo Mueller-Hinton y 2 uL de bacterias.
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Para el’control de viabilidad se utilizé caldo Mueller-Hinton, DMSO y gentamicina. Se

utilizé 'wna. camara de humedad donde fueron colocadas las placas y se dejaron en

incubacion’durante 24 h a 37°C. El procedimiento general se muestra

Comparar turbidez con estandar
MacFarland 0.5

Sembrar e incubar de las cepas:
durante 24 ha37°C

Sembrar bacterias en caldo
Miieller-Hinton

en la Figura 9.

Realizar la lectura
Rosa: No hay actividad
Incoloro: Hay actividad

Preparar una dilucién 1:50
tomando 50 pL de bacterias en

1950 pL de agua estéril
J—

-
= En una placa Elisa de 96 - 1
pozos, colocar: < |
- 100 e caldo Meller- \\ 7
- Hinton, 10 uk de solucién e \ “'
madre y.2 pLde bacterias i\ _ Exlracto»
hidroalcohélico
[
i XN
°
1T
g /? Diluir los
R extractos en
& - 1000 L de una Extracto
- ﬁ solucion 80:20 | hexanico
¥ £ de H20-DMSO \ /
— \

Anadir 30 pL de sales de

tetrazolio 0.05% Ingubar durante 24 h'a 37°C en

una camara de humedad

Figura 9. Diagrama de la metodologia seguida parasdeterminarga actividad antimicrobiana por microdilucion en
caldo (Creacion propiarealizada.eft BioRender)

Pasado el tiempo de incubacion, para revelar la actividad-antimicrobiana, a cada pozo se
le anadieron 30 pL de una solucion con sales de.tetrazolio (cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio) al 0.05% y se dejaron incubar a 37°C durante 2 horas. Posteriormente,
se realiz6 la lectura de manera visual. La presencia de un colerrosa en los pozos reveld
el crecimiento bacteriano, mientras que en los pozos que nofdesarrollaron color fue

indicativo de actividad antimicrobiana.
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8. Resultados

8.1 Recoleccién y procesamiento del material vegetal

Se colectaron.-muestras de Cecropia spp. en los municipios de Tacotalpa (N
17°27°28.2024"[\W\. 92°46'46.2108) y Tenosique (N 18°11°50.046”/ W 93°10°15.2544"),
del estado de Tabasco, en el periodo comprendido de marzo a agosto del afio 2022. La
identificaciéon taxonémica para cada una de las muestras arrojé que en el caso de
Tenosique la muestra se.identificé como Cecropia peltata (numero de voucher 36575),
mientras que para el municipiorde Tacotalpa se traté de Cecropia obtusifolia (numero de
voucher 36667).

La maceracion exhaustiva, con disolventes de polaridad creciente, de 1 kg de material
vegetal seco para ambas muestrasgarrojé los resultados que se presentan en la Tabla
6.

Tabla 6. Rendimiento de los extracteSidroalcohdlico y hexanico de las muestras de Cecropia spp.

Municipio Especie Extracto (Clave) Rendimiento* (%)
Tenosique C. peltata Hidroalcohdlico (CpHa) 86+1.8
q P Hexanico-(CpHex) 54+3.2
e Hidroalcohdlico (CoHa) 10.5+2.2
Tacotalpa C. obtusifolia Hexanico (CoHex) 6.4+25

*Promedio de tres extracciones

8.2 Analisis metabdlico por CLAR-DAD del extracto hidroalcohdlico de

Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia

En la Figura 10, se muestran los cromatogramas del extracto_hidroalcohdlico de
Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia donde se observa la presencia.de 5 picos, los
cuales estan agrupados de la siguiente manera, cuatro con tr entre 85 y 9.0 min que
corresponden a compuestos de mayor polaridad y uno en 24.9 min que-gorresponde a
un compuesto de menor polaridad; este ultimo no se encuentra presente en C.

obtusifolia.
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Figura 10. Cromatogramas del extracto hidroalcohdlicd de Cecropia peltata (a) y Cecropia obtusifolia (b)
Utilizando los tiempos de retencion'y las bandas de absorcion de los espectros UV-Vis
(Anexo 1y 2), se llevo a cabo un analisis preliminar para identificar los compuestos
presentes en los extractos hidroalcohdlices (Tabla 7) de ambas especies, comparando

estos datos con estandares y la informaciondescrita en |a literatura.

Tabla 7. Perfil fitoquimico por CLAR-DAD del extracto hidroalcohdli€o de Cecropia peltata y Cecropia

obtusifolia
Pico tr(min) Bandas de Extractos* Compuesto Referencia
absorcion (nm) ider!tificado i
T 85817 216.9,271.0,3374 o clo'roc\)cglgﬁico (Medrano—SI‘Eé\Sntc?rr\]g: ot al, 2023)
2 8617  2157,269.8,349.4 oo Isoorientina (1o e ot al, 2023)
3 8750 2145, 268.6,348.2 oo Orientina 1 rano-Sanahes 8t ., 2023)
4 9.000 271.0,331.5 0 Ars/zi'atfggade (Medrano-SgsntSQg: be 415+2023)
5 24.917 209.9, 280.5 o ir;il;gu?nc;e (Medrano-Sanchez et'al.32023)

*Extractos: e (CpHa); o (CoHa)

26



El analisis mostrd la presencia de los cuatro compuestos reconocidos para el género
Cecropia, identificados en los siguientes picos cromatograficos: acido clorogénico (1),
isoorientina (2), orientina (3) y el analogo de vitexina (4) (Nicasio et al., 2005; Rivera-
Mondragén et-al., 2017). Para estos compuestos, la Tabla 8 presenta las areas bajo la

curva (AUC) de.tres determinaciones y el promedio correspondiente.

Tabla 8. Area bajo la curza yptomedios correspondientes de los metabolitos secundarios principales para el género

Cecropia
. Metabolitos Promedio del area
Especie secundarios AUC AUC: AUC: bajo la curva
1 298578 311439 301632 303883.00
Cecropia peltata 2 382843 396908 391223 390324.67
3 506093 508369 529053 514505.00
4 142187 129621 105602 125803.33
. Metabolitos Promedio del area
Especie secundarios AUC AUC: AUC: bajo la curva
1 309181 328324 266970 301491.67
Cecropia obtusifolia 2 370917 375635 381705 376085.67
3 87010 98338 109620 98322.67
4 77700 88081 70823 78868.00

A partir de los promedios de los valores del/area bajo la curva de cada compuesto, se
calculd la proporcién relativa entre ellos, asignande con un valor de 1.00 el area bajo la
curva correspondiente al analogo de vitexina, dado que es el compuesto que presenta el
valor mas bajo en ambas especies. Las proporciones relativas calculadas para los cuatro

compuestos se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Proporciones relativas de los cuatro metabolitos principalesgara el género Cecropia

Especie ::I::frl\)g:rt;ss Promedio Proporcion relativa
1 303883.00 2.42
Cecropia peltata 2 390324.67 3.10
3 514505.00 4.09
4 125803.33 1.00
Especie ::I::ﬁlrl\)g:rt;ss Promedio Proporcion relativa
1 301491.67 3.82
Cecropia obtusifolia 2 376085.67 .17
3 98322.67 1.25
4 78868.00 1.00
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8.3 Analisis metabdlico del extracto hexanico por CG-EM de Cecropia
peltata.y-Cecropia obtusifolia
En la Figura’11, se muestran los cromatogramas de gases del extracto hexanico de

Cecropia peltata/y Cecropia obtusifolia, donde se pueden observar un total de 23

compuestos identificados.

a)

26

Abundancia

27 28

b) 23

18 26

Abundancia

27

8 12
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NLA ] L l I &
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10 25 Tiempo (min) 30 35 40 45

Figura 11. Cromatogramas de gases del extracto hexanico de Cecropia peltata (a) y Ceeropia obtusifolia (b). *Los
picos fueron numerados en orden ascendente segun su tiempo de rétentién (tr).

En la Tabla 10 se presentan los seis compuestos con mayor porcentaje de abundancia,
donde se observa que mantienen un tr entre 29 y 38 min. Cuatro de estos,compuestos
(23, 26, 27 y 28) se encuentran en ambas especies, aunque el compuesto 28 se
encuentra en mayor abundancia en el extracto CpHex, que es el unico que ademas tiene

al compuesto 19. Por otro lado, el compuesto 18 se encuentra unicamente en CoHex.

28



Tabla 10. Compuestos identificados en el extracto hexanico de Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia

por CG-EM
Pico Tr (min) % Abundancia % Abundancia Compuesto
(*CpHex) (*CoHex)

18 29.864 8.492 Octacosano
19 29.896 11.474 Nonacosano
23 32.247 30.705 29.689 Hentriacontano
26 35.460 16.138 15.754 Tritriacontano
27 35.900 6.261 7.128 B-sitosterol
28 37.444 6.233 2.832 a-amirina

*Extracto: CpHex (Cecropiagpeltata), CoHex (Cecropia obtusifolia)

8.4 Actividad antimicrobiana de los extractos organicos de Cecropia

peltatay Cecropia obtusifolia

En la Tabla 11, se presentan los¢resultados obtenidos de la evaluacion antimicrobiana

de los extractos hidroalcohdlicos y hexanicos de ambas especies de Cecropia, donde se

pueden observar las concentraciones ‘a las que los microorganismos presentan

inhibicion.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana (CMI gghmit) de éxiractos organicos de Cecropia peltata y Cecropia

obtusifolia

Grampositivas

Extracto Sa, Sa; Seq Se> Ses Sh Ef
Cp-Ha 200 >200 50 >200 200 200 >100
Co-Ha <25 >200 <25 50 >200 200 <25

Cp-Hex >200 >200 >200 >200 200 >100 200
Co-Hex >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
Ci * * * * * * *
c* - - - - - - -
Gramnegativas Hongo

Extracto Kp Pa Ec4 Ec: Sd Ecl Ca
Cp-Ha >200 <25 >200 >200 <25 >200 >200
Co-Ha 50 <25 >200 >200 <25 200 <25

Cp-Hex <25 <25 >200 >200 200 >200 <25
Co-Hex >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
Ci * * * * * * *
c* - - - - - - -

Sai: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Saz: Staphylococcus aureus RM ATCC
Staphylococcus
Ses:Staphylococcus epidermidis ATCC 1042, Sh: Staphylococcus haemolyticus, Ef. Enterococcus faecalis

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Seaz:

43300, Se::

epidermidis ATCC 12228,

ATCC 29212, Kp: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pa: Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Ec:
Escherichia coli ATCC 1042, Ec2: Escherichia coli ATCC 25922, Sd: Salmonella dublin ATCC 9676, Ecl:
Enterobacter cloacae ATCC 700323, Ca: Candida albicans ATCC 10231; Ci: Control de viabilidad

(crecimiento bacteriano), C*: Control positivo (gentamicina).
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9. Piscusion
9.1 Analisis metabdlico por CLAR-DAD del extracto hidroalcohdlico de

Cecropia peltata y Cecropia obtusifolia

El analisis metabglico por CLAR del extracto hidroalcohdlico de ambas especies nos
muestra un total de 5'picos con tr entre 8.5 min a 24.9 min, tal y como se describié en la
Tabla 9.

El pico 1 muestra un fr-de.8.5 min y bandas de absorcion de 216.9 a 337.4 nm que
corresponde a acido clorogénico. El pico 2 fue identificado como isoorientina con un tr
de 8.6 min y bandas de absorcion de 215.7 a 350.6 nm. El pico 3 con un fr de 8.7 min y
bandas de absorcion de 214.5-a,348.2 nm fue identificado como orientina estos
compuestos se compararon con los estandares correspondientes analizados bajo las
mismas condiciones experimentales. El pico 4 muestra un tr de 9.0 min con bandas de
absorcion de 271.0 a 331.5 nm y.fue identificado como un compuesto glicosilado del tipo
flavona el cual puede corresponder a_un analogo de vitexina segun lo descrito en la
literatura (Medrano-Sanchez et al,” 2023).;€omo ya se menciond, estos cuatro
compuestos son caracteristicos del género Cecropia y ya han sido identificados como
marcadores quimicos a los cuales se les atribuyen<asiactividades bioldgicas que tiene
este género como agente hipoglucemiante (Nicasio et al., 2005; Rivera-Mondragoén et
al., 2017). Ademas, debe destacarse que existen reportes‘que mencionan la actividad
antimicrobiana de estos metabolitos secundarios. Como en el€aso del acido clorogénico
para el cual fue reportado actividad antimicrobiana contra Shigella-dysenteriae 'y Yersinia
enterocolitica (Lou et al., 2011; Chen et al. 2022), la isoorientinas fue probada en un
modelo in vitro y se demostrd que tiene efecto inhibitorio contra Escherichia coli (Zuo et
al., 2023). Por su parte, la orientina en combinacion con otros flavonoides tiene potencial
antimicrobiano contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphyloceccus cohnii,
Klebsiella pneumoniae y Proteus sp. (Lam et al., 2016) y la vitexina tiene efeeto contra
Helicobacter pylori (Castafeda & Lohan, 2022). Mientras que el cromatograma
correspondiente a Cecropia peltata muestra al pico 5 en un tr de 24.9 min con bandas
de absorcion de 209.9 a 280.5 nm el cual muestra similitud con un analogo de catequina
(Medrano-Sanchez et al., 2023).
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Se observo que los cuatro metabolitos principales se encuentran presentes en ambas
plantas=en_diferentes proporciones. En la Tabla 9, se realiz6 el calculo de las
proporcionessrelativas para estos compuestos. Indicando que el compuestos orientina se
encuentra en-mayor proporcion en el extracto de C. peltata, mientras que &acido

clorogénico e isoorientina estan en mayor proporcién relativa en el caso de C. obtusifolia.

La variacion en las‘caoncentraciones de los metabolitos puede ser atribuida a diversos
factores ambientales' y./geograficos, tales como: las condiciones meteoroldgicas, la
intervencion humana, los/recursos hidricos subterraneos, el tipo de suelo, entre otros.
(Borokini & Ayodele, 2012;*Martinez et al., 2015; Andrade-Andrade et al., 2018; Bautista
et al., 2019).

9.2 Analisis metabdlico por.CG-EM del extracto hexanico de Cecropia

peltatay Cecropia obtusifolia

El analisis por CG-EM del extracto‘hexanico de ambas especies nos muestra un total de
23 compuestos identificados. Se” puede Observar que la mayoria de los picos
cromatograficos presenta fr mayores /a 15 minyelo cual indica que los compuestos

presentes cuentan con una polaridad relativamente mayor.

En esta regidén del cromatograma, se observa ademas.el agrupamiento en dos grupos
de picos segun su tiempo de retencion. El primero, estdsituado en frde 15 a 18 min, lo
que implica que puede tratarse de compuestos medianaménte polares y con menor peso
molecular. El segundo grupo de picos tiene tr de 20 a 38 min;/ 10 que es un indicador de

que estos compuestos son mas polares y de mayor peso molecular:

Para la identificacidon de los picos principales se compard el patréon de fragmentacion de
su espectro de masas con la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
(NIST), de esta forma se asignaron los seis compuestos con mayor gporcentaje de

abundancia con tr entre 29 y 38 min, tal y como se presentaron en la Tabla™0:

Con lo anterior, se encontré que en ambas especies es posible observar la preseneia de
cuatro compuestos alifaticos de cadena larga como: octacosano, compuesto que fue

probado en un modelo in silico para ver la efectividad en la cicatrizacion de heridas y que
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demosird ser efectivo por su actividad antioxidante (Balachandran et al., 2023),
nonacosano, el cual fue identificado como compuesto mayoritario en el extracto hexanico
de Tecoma stans y demostrd tener actividad larvicida contra Culex quinquefasciatus
(Lopes da Silva-et al., 2023), hentriacontano, el cual se ha determinado como un posible
compuesto con.actividad antiinflamatoria (Javed et al., 2023) y tritriacontano, compuesto
que muestra efecto'protector frente a la toxicidad del CCls (Wang et al., 2010). Ademas,
dentro de los seis compuestos mayoritarios se encontraron dos derivados de terpenos.
En primer término, se observod la presencia en ambos extractos de B-sitosterol (Figura
12). Este compuesto ha sido‘evaluado en modelos biolégicos, comprobando que tiene
actividad farmacologica diversa, ya que se ha demostrado que tiene efectos
hipoglucemiante, antipirético y-antiinflamatorio (Gupta et al., 1996; Wilt et al., 1999),
ademas se ha estimado que funciona,como protector contra ulceras gastricas, ya que
inhibe la produccion de prostaglandinas (Navarrete et al., 2002). Cabe destacar que
existen reportes donde se menciona que este compuesto ha sido aislado de Cecropia

spp (Aguilar Santamaria et al., 2004);

HO

Figura 12. Estructura del f-sitosterol (Creacion propia realizada en ChemSketch)
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Ademas, se observo la presencia de a-amirina (Figura 13), el cual tiene un mayor

porcentajesde abundancia en el extracto hexanico de Cecropia peltata.

Figura 13. Estructura del a-amirina (Creacion propia realizada en ChemSketch)

En el caso de la a-amirina se_ha reportado_actividad bioldgica relacionada con este
estudio, ya que tiene un efecto antimicrobiang al inhibir el crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis (Saenz Esqueda et al., 2012; Unidad de Informatica del Instituto de Quimica,
2016). Ademas, se ha comprobado que tiene efecto antiinflamatorio, lo cual es indicativo
de que puede ser una excelente alternativa~ante ‘afecciones de caracter inflamatorio
(Matulevich et al., 2016; Garcia et al., 2022).

En la Tabla 10, se colocaron los compuestos con mayor porcentaje de abundancia segun
lo observado en el cromatograma de gases. Es importante mencCionar que, en el caso de
los compuestos alifaticos de cadena larga como hentriacontano”y tritriacontano se
encontraron presentes en abundancias similares en ambas plantas, a excepcion del
nonacosano, que solo se encuentra en C. peltata y el octacosano, que fue observado
solo en C. obtusifolia. Por otro lado, el B-sitosterol y la a-amirina ‘se/encontraron
presentes en las dos especies, este ultimo compuesto con un porcentaje de.abundancia

3 veces mayor en CpHex.

La variabilidad en las concentraciones de los metabolitos puede deberse a multiples

factores ambientales y geograficos, como son: las condiciones climaticas, la actividad
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humana; los mantos acuiferos, el tipo de suelo, entre otros (Borokini & Ayodele, 2012;
Martinez et al., 2015; Andrade-Andrade et al., 2018; Bautista et al., 2019).

9.3 Actividad antimicrobiana de los extractos organicos de Cecropia
spp

En la Tabla 11, se presentaron los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana

por microdilucion en caldorpara los extractos de Cecropia peltata'y Cecropia obtusifolia.

El extracto hidroalcohdlico correspondiente a C. peltata (CpHa) mostré actividad contra
7 cepas de microorganismos en concentraciones iguales o menores a 200 ug/mL, de las
cuales 5 fueron bacterias grampositivas y 2 gramnegativas. De manera particular cabe
sefalar que para una bacteria grampositiva (Se1) y dos bacterias gramnegativas (Pa y
Sd) este extracto presentd concentraciones minimas inhibitorias por debajo de los 50
ug/mL. Por otro lado, el extracto hidroalcoholico de C. obtusifolia (CoHa) fue el de mayor
espectro antimicrobiano ya que presento actividad frente a 10 cepas de microorganismos
en concentraciones iguales o menores-a 200 ug/mL, de las cuales 5 son grampositivas,
4 gramnegativas, ademas del hongo.-En_este conjunto de microorganismos, el extracto
CoHa es activo en concentraciones minimas inhibitorias menores a los 50 ug/mL para 4
cepas grampositivas (Sa1, Se1, Se2 y Ef), 3(Cepas gramnegativas (Kp, Pa y Sd) ademas

del hongo Ca.

Al revisar la actividad antimicrobiana de los extractos hidroaleoholicos comparandola con
las proporciones relativas de los cuatro metabolitos principales detectados en el analisis
por CLAR-DAD, se observé que el extracto de C. peltata tiene.una mayor proporcion
relativa de orientina y esto podria estar relacionado con la selectividad que muestra
contra Seq, Pa y Sd. El comportamiento del extracto de Cecropia ©obtusifolia podria
deberse a cuenta con una mayor proporcién relativa de acido clorogénico.€ isoorientina,
los cuales podrian estar vinculados a la inhibicion selectiva contra Sa1, Se1,'Sex>y Ef, Kp,
Pa, Sd y Ca. Se tienen reportes de actividad biolégica para orientina, acido clorogénico
e isoorientina, los cuales han demostrado estar relacionados estrechamente con efectos
hipoglucemiantes, anticonvulsivos, antiansioliticos y antiinflamatorios; por otro ladoysSe

ha observado que podrian tener efectos antimalaricos (Nicasio et al., 2005, Ospina
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Chavezet al., 2013; Daga et al., 2020) y efectos antimicrobianos (Lou et al., 2011; Lam
et al., 2016; Castafieda & Lohan, 2022; Chen et al. 2022; Zuo et al., 2023). Cabe senalar
gue a la feCha'no se encontraron reportes en la bibliografia que describan puntualmente

la actividad antimicrobiana de estos tres compuestos en el género Cecropia.

En el caso de los"extractos hexanicos, se puede observar que el correspondiente a C.
peltata (CpHex) tuvogactividad en 7 cepas de microorganismos en concentraciones
iguales o0 menores a'200 pg/mL de los cuales 3 fueron de bacterias grampositivas, 3
gramnegativas y el honge."Cabe sefialar que tres bacterias grampositivas (Ses, Sh y Ef)
y una bacteria gramnegativa (Sd) mostraron inhibicion en concentraciones mayores a
100 pg/mL, mientras que parades bacterias gramnegativas (Kp y Pa) y el hongo Ca, este
extracto presenté actividad inhibitoria en concentraciones menores a 25 ug/mL. El
extracto hexanico de C. obtusifolia (CoHex) no mostré actividad significativa en las

concentraciones probadas.

En este caso, al comparar la actividad antimiCrobiana con los resultados del analisis por
CG-EM, para el extracto CpHex que mostrd selectividad contra Kp, Pa 'y Ca, de acuerdo
con la abundancia de los compuestos identificados_cromatograficamente, esto podria
estar relacionado a que en este extracto s€ encuentra.en mayor abundancia la a-amirina,
a quien se le ha atribuido actividad antimicrobiana; ademas, de la presencia de los
metabolitos de naturaleza alifatica, para los cuales tambien se han reportado actividades
biolégicas significativas (Wang et al., 2010; Balachandran etal., 2023; Lopes da Silva et
al., 2023; Javed et al., 2023). En el extracto hexanico (CoHex) se observé la presencia
de B-sitosterol con un mayor porcentaje de abundancia respecto a (CpHex), sin embargo,
para este compuesto no existen reportes de actividad antimicrobiana. Asimismo, la
presencia de los compuestos alifaticos estda en porcentajes menores a los que se
encontraron en C. peltata. Estos aspectos podrian ser la razdn de que para‘este extracto

no se haya observado una buena actividad antimicrobiana.
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10. .Conclusiones

Los reSultados obtenidos a partir del analisis por CLAR-DAD de los extractos
hidroalcehodlicos de ambas especies mostraron la presencia de cuatro metabolitos
secundarios,.eomo acido clorogénico, isoorientina, orientina y vitexina, los cuales se
han reportadosen otras especies del género Cecropia. Ademas, con los datos de las
areas bajo la curva.de los metabolitos se realizaron los calculos de las proporciones
relativas y se obsefvo/que se encuentran presentes en ambas especies, en diferentes

proporciones.

El analisis por CG-EM mostro la presencia de un total de 23 compuestos en el extracto
hexanico. Se asignaron los(Seis compuestos con mayor porcentaje de abundancia,
determinando la presencia des varios metabolitos de naturaleza alifatica con
actividades bioldgicas importantes gomo el octacosano, nonacosano, hentriacontano

y tritriacontano. También se identifica-la‘presencia de a-amirina y p-sitosterol.

La diferencia en las concentraciones de los metabolitos puede ser atribuida a multiples
factores como las condiciones climaticas, la actividad antropogénica, condiciones de

suelo o la localizaciéon geogréfica.

Los resultados obtenidos de la evaluacién antimicrobiana (CMI) muestran que los
extractos hidroalcohdlicos y hexanicos inhiben el cregcimiento bacteriano de algunas
de las cepas de microorganismos probadas en .elymodelo in vitro en las

concentraciones evaluadas de 25 a 200 pg/mL.

El comportamiento de los extractos contra los microorganismos en el modelo bioldgico
puede deberse a la presencia de los metabolitos encontrados en los analisis

cromatograficos.

Con estos resultados se confirma la hipétesis planteada en este trabajo’y.se responde

a la pregunta de investigacion.

Esta extraccion diferenciada representa la necesidad de buscar una actividad
bioldgica especifica probando otros disolventes en la preparacion de los extractos ya

que los compuestos tienen diferentes afinidades y como es el caso de este proyecto,
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puedén aparecer compuesto de interés que no han sido probados antes. Lo ideal es

no limitar los estudios fitoquimicos y de actividad biolégica a extractos especificos.

Cecropia‘peltata y Cecropia obtusifolia sobresalen como especies prometedoras para
futuros estudios en el analisis microbioldgico. Este proyecto representa un punto
crucial para aislar los compuestos identificados de manera cuantitativa y evaluar su
efectividad especifiea en el modelo antimicrobiano. Esta propuesta abre la puerta a

futuras investigaciones’y desarrollo de nuevos tratamientos antimicrobianos efectivos.
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12. @xos

Anexo p§ctros UV-Vis del extracto hidroalcohdlico de Cecropia peltata
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Anexo-3. Tabla de compuestos identificados en el extracto hexanico de Cecropia

peltatay Cecropia obtusifolia por CG-EM

No. Compuesto tR min Cp Co

6 Decano 6.748 1.345 2.515
7 Undecano 8.312 0.207

8 Hexadecaneato de metilo 18.559 1.212 2.290

9 Hexadecanoato de etilo 19.216 0.619

10 (Z, 2)-9,12-octadecadienoato de metilo 20.195 1.264 0.713
1 10-octadecanoato de/metilo 20.247 1.163
12  Fitol 20.372  2.000 1.897
13  9,12-octadecadienoato de-etilo 20.792 1.444

14  Octadecanoato de etilo 21.062 0.317

15  4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-olida 22526 0547 0.780
16  Heptacosano 26.868 0.586

17  Escualeno 28.964 1.333 1.977
18* Octacosano 29.864 8.492
19*  Nonacosano 29.896 11.474

2H-1-benzopiran-6-o0l-3,4-dihidro-2,5,7;8-tetrametil-2-

20 (4,8,12-trimetil-3,7,11-tridecatrienilo) 30494 3395 3.403
21  Hexatriacontano 30.967 1.335 1.769
22  B-Tocoferol 31.729 3.052 3.292
23* Hentriacontano 32.247 30.705 29.689
24  Tocoferol 32.813 3.161 4.515
25 Dotriacontano 33.627 2.327 2.684
26*  Tritriacontano 35460 16.138 15.754
27*  B-sitosterol 35.900 6.261 7.128
28*  o-amirina 37.444 6.233 2.832

*Compuestos mayoritarios
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