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INTRODUCCION

El colegio de postgraduados es una institucion educativa que genera, difunde y aplica
conocimiento para el manejo sustentable de los recursos naturales, la produccion de
alimentos nutritivos e inocuos, y el mejoramiento de la calidad de vida de la sociedad.
También es una comunidad comprometida con la sociedad que fomenta el desarrollo
personal, la creatividad académica y la generacion de conocimiento colectivo para
trascender al existente, a las ideologias y a la estructura disciplinaria, reafirma los valores
de la sociedad cultivando y enriqueciendo la mente y el espiritu de los individuos. Sus
modelos educativos y organizaciones estan actualizados y en superacién permanente,
sus estudiantes, profesores, exalumnos y personal de apoyo buscan esos objetivos en
un contexto de libertad con responsabilidad. Impulsa la iniciativa, la integridad y la
excelencia académica en un ambiente de humanismo, honradez, trabajo creativo y
civilidad. Sus hallazgos como Centro Publico de Investigacion estan al servicio de la
sociedad.

Una de las lineas de investigacion que se desarrollan en la institucion, se centra en el
estudio de las propiedades antimicrobianas de especies vegetales, como una alternativa
a la crisis de salud mundial relacionada con la resistencia a los antibidticos. La
identificacion de nuevos blancos terapéuticos y mecanismos de accion relacionados como
son las propiedades antivirulencia, es uno de los principales temas de interés del grupo
al que me incorporé.

MARCO TEORICO
Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un fenémeno creciente causado principalmente por la
adaptabilidad natural o adquirida a los farmacos antibacterianos y es favorecida por el
uso indiscriminado de antibiéticos (Lopez-Jacome et al., 2019).

Las bacterias han adoptado diversos mecanismos de evasion a la accion de los
antibidticos, algunos de estos se enlistan a continuacion: 1.- impidiendo su acceso a los
sitios blanco por reduccion de permeabilidad de membranas, 2.- incrementando la
expresion de bombas de expulsion, 3.- degradacién
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e inactivacion enzimatica, 4.- modificacién de farmacos, y/o cambios de sitios objetivos
de antibioticos (Zhou et al., 2015; Gonzalez et al., 2019).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré que la resistencia a los antibiéticos
es una de las principales amenazas de salud publica a las que se enfrenta la humanidad,
se estima que matard a mas de diez millones de personas para el afio 2050 si se mantiene
el uso inadecuado de estos farmacos, debido a que los microorganismos han desarrollado
mecanismos de resistencia que ponen en peligro nuestra capacidad para tratar las
enfermedades infecciosas comunes (Alos, 2015; OMS, 2020).

Esta problematica global ha llevado a la comunidad cientifica a describir algunos de los
mecanismos de resistencia en los que esta implicado el intercambio de material genético
en bacterias (Mendoza, 2011), lo que abre paso a utilizar diversas herramientas como lo
es el uso de plantas medicinales o farmacos que ayuden a la eliminacion de las bacterias.

Corteza de cuachalalate (Amphypterygium adstringens)

Desde tiempos ancestrales, el humano ha utilizado las plantas para tratar enfermedades
infecciosas, algunas de las cuales han sido estudiadas cientificamente y demostrado su
capacidad antimicrobiana (Rios y Recio, 2005). Hoy en dia, un gran numero de personas
en diversas partes del mundo continda utilizando las plantas para tratar diferentes
enfermedades, incluyendo las de origen infeccioso (Diaz-Nufiez et al., 2021).

Amphypterygium adstringens Schiede ex Schlecht (Anacardiaceae) es una especie
endémica de México conocida comiunmente como “cuachalalate”. Es un arbol dioico de
aproximadamente 5 a 10 metros de altura con el tronco retorcido. Su distribucion es en
la costa del Pacifico Mexicano, desde Nayarit hasta Oaxaca, y otros estados como Puebla
y Morelos (Sotelo-Barrera et al., 2022).

La corteza del tallo del arbol se utiliza popularmente para tratar mas de 25 padecimientos,
gue incluyen gastritis, Ulceras pépticas, enfermedades de la piel y heridas. Las principales
clases de compuestos presentes en la corteza del tallo incluyen terpenos y esteroles,
entre los que destacan el acido 3-epi-oleandlico, el B- sitosterol, el acido masticadiendico
y el &cido 3a-hidroximasticadiendico (Sotelo-Barrera et al., 2022).

Diversos extractos organicos, asi como los triterpenos y acidos anacéardicos se ha
demostrado poseen propiedades bioactivas relacionada con su capacidad
gastroprotectora, antiulcerosa, antimicrobiana y anticancerigena (Sotelo-Barrera et al.,
2022).
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Fitoquimicos antivirulencia

Dentro de los mecanismos de accion de tipo antibacteriano, recientemente el de tipo
antivirulencia ha tomado gran relevancia, ya que consiste en bloquear los factores de
virulencia bacterianos (responsables del establecimiento y el dafio) sin interferir
directamente en su crecimiento. Por lo cual, a diferencia de los bactericidas que generan
una fuerte presion de seleccidén, se cree que los antivirulencia inducen una menor
generacion de resistencia (Diaz-Nufiez et al., 2021).

Dentro de los productos naturales, las especies vegetales se han posicionado como una
de las principales fuentes donde se han identificado fitoquimicos con propiedades
antivirulencia. En particular, los resultados obtenidos de los estudios de las propiedades
antivirulencia de especies mexicanas endémicas son prometedores para el desarrollo de
nuevos antibacterianos (Diaz-Nuiez et al., 2021). Tal es el caso del cuachalalate, en los
gue se ha identificado extractos organicos y compuestos con capacidad antivirulencia
(Castillo-Juérez et al., 2013) y antipatogénica (GOmez-Salgado et al., 2024).

Para el caso de las propiedades antivirulencia y antipatogénicas se han reportado a los
extractos de corteza preparados con acetato de etilo (AcEtO) y hexano (HEX), como los
activos; los acidos anacardicos como uno de los metabolitos responsables (Castillo-
Juérez et al., 2013; Gonzalez-Islas et al., 2019; Gomez-Salgado et al., 2024).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los productos naturales para la obtencion de metabolitos bioactivos, en
particular los bactericidas, han sido muy importante (Monreal-Garcia et al., 2013). Sin
embargo, el aumento en la aparicion de resistencia y el bajo interés de la industria por el
desarrollo de nuevos antibioticos han generado que actualmente no se cuente con
tratamientos eficientes para eliminar cepas resistentes (Castillo-Juarez et al., 2017). Ante
este panorama, se ha propuesto el desarrollo de terapias antimicrobianas de tipo
antivirulencia, con las cuales se busca eliminar la capacidad dafiina de las bacterias sin
afectar su viabilidad (Diaz-Nufiez et al., 2021). A diferencia de los bactericidas clasicos
gue generan una fuerte presion de seleccion y generacién de resistencia, se plantea que
las moléculas antivirulencia al no afectar la viabilidad bacteriana no la induciran (Castillo-
Juérez et al., 2015). Hasta el momento, los productos naturales de origen vegetal son la
principal fuente descrita de metabolitos antivirulencia. Una de ellas es Amphypterygium
adstringens, es un arbol endémico de México que se ha descrito posee
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propiedades antivirulencia; sin embargo, faltan estudios complementarios para poder
desarrollar una terapia antibacteriana efectiva.

JUSTIFICACION

La corteza de Amphypterygium adstringens posee fitoquimicos con capacidad de reducir
la virulencia bacteriana; no obstante, para desarrollar una terapia antivirulencia efectiva
se requiere realizar mas estudios. En particular, para la evaluacion de su capacidad
antipatogénica en modelos de infeccion animal, es necesario el aislamiento y
caracterizacion de las moléculas bioactivas en cantidades suficientes para poder
realizarlos. De tal manera, que las actividades desarrolladas en mi estancia se enfocaron
al aislamiento y caracterizacion quimica de los principales metabolitos bioactivos
reportados en la corteza.

OBJETIVOS:

General: Aislar y caracterizar quimicamente metabolitos bioactivos de la corteza de
Amphypterygium adstringens.

Especificos:

e Colecta de corteza de Amphypterygium adstringens en el municipio de Chiautla de
Tapia. Puebla.

e Obtencidn de extractos organicos y separacion de principales metabolitos
bioactivos.

e Caracterizacion quimica por técnicas espectroscopicas y espectrométricas del
acido masticadiendico, acido 3 alfa-hidroximasticadiendico y acidos anacardicos.

e Conocery aplicar técnicas para el manejo de animales de laboratorio.
METODOLOGIA
Material vegetal

La corteza del tallo de cuachalalate se colectd en el municipio de Chiautla de Tapia,
Puebla, en una propiedad privada y con permiso del duefio. Se colectaron alrededor de
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3 kilos de corteza del tallo de diferentes arboles. Se tuvo cuidado de realizar pequefas
cortes para evitar dafios mayores al arbol y garantizar su supervivencia. Se realizé el
prensado de flor y fruto para la identificacion taxonémica por el personal experto de la
institucion. La corteza se secé dos dias a la intemperie como indica el método tradicional

(Anexos Figura 1).

Aislamiento y purificacion de metabolitos

Ochocientos gramos de corteza se extrajeron con hexano y se sometieron a un proceso
de separacién cromatogréafica conforme a lo descrito por Castillo-Juarez et al. (2013) y
Gonzalez-Islas et al., (2019) con modificaciones (Figura 1).

Obtencidn de
B cortezay secado

. ETAPAZ Obtencion de
extractos

1) Extraccion con HEX {24 H, 3L, 1 vez)
2) Extraccion con AcEtO (24 H, 3L, 1 vez)
3) Eliminar disolvente con rotavapor a (60-702C)

_W Visualizacidn
OBTENCION DE AM 2 de compuestos

1) Cromatografia de capa fina (CCF)

2) Sistema de elucidn HEX - AcEwD (7:3)

3) Luz ultravioleta (254 nm, longitud de onda corta, v 360
nm, longitud de onda larga).

4) Revelar CCF; vainillina 1 %, dcido sulfurico 10 % en
etanol v temperatura (100 *C, 5 minutos).

Limpieza de

1) Cromatografia de columna {CC).

2) Sistema de elucion HEX - AcEtD (9.5:0.5a
5:5).

3) Rastreo de Etapa 3 (Pasos de 1 a 3).

4) Recuperacion de AM con Etapa 2 (Paso 3)

ETAPA 4 Separacion de
compuestos

— ETAPA S compuestos

1) Cromatografia de columna [(CC)
2) Rastreo con Etapa 3
3) Recuperacion de AM con Etapa 2 (Paso 3)

Figura 1. Secuencia del aislamiento y purificacion de los compuestos.
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Caracterizacion quimica

La caracterizacién quimica se realizé por resonancia magnética nuclear de proton (*H-
RMN) en un equipo Bruker Avance Il 400 MHz; sonda BBO 400S1 BBF-H-D-05. Se utilizé
tetrametilsilano como referencia interna y cloroformo deuterado (CDCIs) como disolvente.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se realizd en un Agilent 1200 Series
Binary SL con columna Synergi 4um Polar-RP 80 A 150 x 2.0 mm, acoplada a un detector
de espectrometria de masas (CL/EM) (Bruker Esquire 6000 ESI; UV-Vis Arreglo de
Diodos Waters 2996) en modo negativo.

RESULTADOS

Diez gramos del extracto de hexano se sometieron a un proceso de separacion por
cromatografia de columna (71 x 6 cm) empacada con 200 g de gel de silice (silica gel G-
60 Merck, con tamafo de particula de 0.063-0.200 mm, malla de 70-230 ASTM). El
sistema de elucién fue HE:AE con polaridad creciente (9.5:0.5 hasta 5:5). Todas las
fracciones obtenidas de las columnas se monitorearon por CCF y juntaron de acuerdo
con su similitud, finalmente se les elimino el disolvente en rotavapor. De este proceso se
obtuvieron cuatro compuestos, los cuales seran purificados y sometidos a los analisis
espectroscopicos y espectrométricos correspondientes para su caracterizacion (Anexo
Figura 2).

Los compuesto C2 y C3, se sometieron a un segundo procedimiento cromatografico en
una columna (17 x 4 cm) empacada con 200 g de gel de silice (silica gel G-60 Merck, con
tamano de particula de 0.063-0.200 mm). El sistema de elucién fue HE:AE con polaridad
creciente (9:1 hasta 5:5). Todas las fracciones obtenidas de las columnas se
monitorearon por CCF para observar la pureza del compuesto, finalmente se les eliminé
el disolvente en rotavapor (Anexo Figura 3).

El compuesto C4, se sometié a cromatografia de columna (71 x 6 cm) empacada con 200
g de gel de silice (silica gel G-60 Merck, con tamafio de particula de 0.063-0.200 mm) y
conectada a vacio. El sistema de elucion fue HE:AE (9.5:0.5 hasta 5:5). Se repiti6 la
monitorizacion por CCF (Anexo Figura 4).

Compuesto 1: Los acidos anacardicos aislados presentaron una apariencia cerosa de
color blanco amarillenta. El anélisis de resonancia magnética nuclear (*H-RMN, 400 MHz,
CDCIs) confirma que se trata de acidos anacardicos con las sefiales caracteristica (6 7.18
(t, 1H, J = 7.9 Hz, H-4), 6.73 (d,1H J = 8.2 Hz, H-3), 6.63 (d,1H, J = 7.3 Hz, H-5), 5.31-
5.13 (m, 2H, H-16", 177), 1.28 — 1.03 (m, 36H, H-3"-H-14", H-19"-24"), 0.90 — 0.74 (m, H-
25°) ppm. La cadena lateral de las moléculas & 1.28 — 1.03 integra hasta 25 carbonos.
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Ademas, son principalmente saturada o monoinsaturada (m, 5.5 ppm) por lo que su
apariencia fisica es cerosa.

H-3°,14°,19°,24"

/i H-25

H-4

H-3 H-5 H-16",17° M/ Jk

| 1 A o
30 25 20 1.5 10 05

5 SI,O }'I,S ?I,O SI,S SI.O 5.5 SI,O 4I.5 4..0 3|,5
f1 (ppm)
Figura 2. Espectros de resonancia magnética nuclear de H* RMN (400 MHz, CDCIs) del
compuesto 1.

El andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un espectrometro de
masas (CL/EM) sefialé que es una mezcla constituida por cinco acidos anacardicos. Tabla
1. Se identificé el 6-[15"(Z)-nonadecenil] salicilico (19:1, 44.1 %), 6-pentadecil salicilico
(15:0, 19.8 %), 6-[10"(Z2)-heptadecenil] salicilico (17:1, 12.4 %), 6-heptadecil salicilico
(17:0, 3.8 %) y el 6-nonadecil salicilico (19:0, 3.8 %). La asignacion de la posicion de las
insaturaciones se realizo6 con base a la literatura (Mata y col. 1991).

Tabla 1. Acidos anacérdicos identificados en el “compuesto 1”

Acidos anacardicos Clave | ESI-MS Formula |Area
[M-H]" m/z | molecular | (%)
6-[15"(Z)-nonadecenil] salicilico 19:1 |401.4 C26H4s03 44.1
6-pentadecil salicilico 15:0 |347.3 C22H4203 19.8
6-[10"(2)-heptadecenil] salicilico 17:1 | 373.4 C24H4403 12.4
6-heptadecil salicilico 17.0 | 375.6 C24H4603 3.8
6-nonadecil salicilico 19:0 |403.2 C26Hs5003 3.8
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Compuestos 2 a 4. Se analizaron las fracciones obtenidas y se juntaron en funcion de
su patron de elucion en CCF revelada con vainillina/acido sulftrico. Se obtuvieron dos
compuestos con caracteristicas fisicas de polvos blancos. Mediante la comparacién con
muestras de referencias se pudo identificar correspondian a los acidos masticadiendico
y 3a-hidroximasticadiendico (Figura 3). Lo anterior fue corroborado mediante las sefales
caracteristicas en el analisis de *H NMR.

Acido masticadienoico: *H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.28 (s, 1H), 6.12 (dd, J = 9.3, 3.0
Hz, 1H), 5.35 — 5.31 (m, 1H), 2.78 (td, J = 14.5, 5.5 Hz, 1H), 2.68 — 2.39 (m, 1H), 2.28
(dd, J = 7.8, 4.1 Hz, 1H), 1.98 — 1.92 (m, 1H), 1.94 (s, 1H) ppm.

Acido 3a-hidroximasticadiendico: *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.25 (s, 1H), 6.08 (dd, J =
10.6, 4.3 Hz, 1H), 5.26 — 5.21 (m, 1H), 4.29 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 3.48 — 3.43 (m, 1H),
2.63 —2.36 (m, 1H), 2.32 (dd, J = 9.2, 6.6 Hz, 1H), 2.17 — 2.15 (m, 1H), 1.90 (s, 1H) ppm.

b
A J» JJ i "l yﬂm—_
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

f1 (ppm)

Figura 3. Espectros de resonancia magnética nuclear de *H NMR (400 MHz, CDCla)
del acido masticadiendico (rojo) y 3a-hidroximasticadiendico (azul).
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4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0
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DISCUSION

La especie medicinal A. adstringens se ha vuelto objeto de estudio, debido a que sus
extractos poseen propiedades curativas, que se le atribuyen a algunas familias de
metabolitos secundarios, tales como los acidos anacéardicos y a los acidos triterpénicos
como el acido masticadienoénico y el 3a-hidroximasticadiendico, entre otros.

Reyes y colaboradores (2024) en su método de cuantificacion con HPTLC para acidos
anacérdicos y mastecadiendicos, utilizd un método estadistico para el andlisis de
compuestos activos, verificando si entre sus variables podia existir una diferencia
significativa en la cantidad de compuestos. Tomando en cuenta que no hubo gran cambio
en dichos andlisis podemos asegurar que los rendimientos obtenidos en nuestro
método pueden ser similares a los que se obtuvieron en trabajos anteriores.

En el trabajo de Navarrete y Cols., (2006), el objetivo principal fue la extraccion de
triterpenos por medio de distintos métodos cromatograficos, dejandonos como conclusion
la importancia del analisis de los materiales para el aseguramiento de calidad de las
distintas formas de preparacion del cuachalalate.

La seleccién de las fracciones se realizo con el método de Gonzalez y Cols., (2018), por
medio de monitoreo con CCF para verificar la similitud de los compuestos, con un sistema
de elucién de HEX:ACEtO. En el proceso que utilizé Alvarado y Cols., (2018), se puede
observar de mejor manera el comportamiento no polar de los acidos por las porciones que
se utilizaron para la extraccion y el rendimiento que se obtuvo, en este caso, con una
mezcla de HEX:ACEtO en 7:3 se obtuvieron rendimientos mayores al 90%. Por lo cual
nuestro sistema de elucion tanto para el monitoreo y la extraccién de dichos acidos son
la eleccidn ideal para un mejor rendimiento a partir del extracto de HEX.

Gomez y Cols., (2015) en su trabajo purific6 los acidos masticadienonico, 3a-
hidroximasticadienoico, de los cuales, este ultimo es el que se describe de major manera
contando con la ayuda del espectro obtenido por NMR, Podemos hacer las
comparaciones y diferenciacion con nuestro espectro, teniendo en cuenta que la
estructura de los dltimos 2 compuestos mencionados comparten varios de sus grupos
funcionales, por lo tanto, las sefiales en los espectros deben coincidir.

Una limitante que se tuvo en la experimentacion fue que los extractos purificados se
utilizaron para otros proyectos y esto nos acorto tiempo para hacer las cuantificaciones
necesarias de nuestros compuestos y determinar rendimientos.
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Manejo de ratones

Estuve encargado del manejo de roedores y mantenimiento de lineas de reproduccion.
También, he apoyado en el desarrollo de diversos protocolos experimentales. Ademas,
del cuidado de los ratones, cada 5 dias se les cambiaba el aserrin y estuve al cuidado de
su alimentacion todo basado en las indicaciones de mi asesor (Anexo Figura 5).

CONCLUSIONES

Como parte de mi servicio social en este trabajo, se obtuvieron los resultados planteados
en los objetivos pese a las limitantes de tiempo y espacio sujetas a las reglas del Colegio
de Postgraduados; asi mismo, estos resultados sirvieron para que los alumnos de
posgrado continuaran con la experimentacion en ratones sobre las propiedades
bioactivas de los compuestos del cuachalalate. También, los compuestos obtenidos se
han utilizado como referencias en otras investigaciones del laboratorio como es en Reyes-
Garcia et al., 2024, en la cual se agradece mi asistencia técnica.
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ANEXOS

Figura 1. Zona de estudio y de colecta en el municipio de Chiautla de Tapia, Puebla. Se muestra el
descortezamiento del tronco y el “secado al sol” como se recomienda popularmente. Del lado
derecho se muestra el arbol de cuachalalate en época de lluvias.
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Fighra 2. Iméagenes represent uestos
bioactivos de la corteza de A. adstringens. Imagenes superiores cromatografia en columna e
inferior cromatografia en placa fina revelada con vainillina-acido sulfurico.
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Figura 3. Iméagenes de los compuestos C2 y C3 obtenidos después de someter el extracto de hexano
en cromatografia en columna.
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Figura 4. Compuesto C4 obtenido por cromatografia en columna del extracto de hexano
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Figura 5. Imagenes obtenidas del mantenimiento, cuidado de los ratones y del apoyo a los diversos
experimentos.



