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Flourensia retinophylla S.F. Blake, nombre comun yerba de mula, es un arbusto
endémico del centro y sureste de Coahuila. Esta especie ha sido poco
estudiada por su actividad bioldgica. Los objetivos del presente estudio fueron
evaluar la actividad anticancerigena, antiinflamatoria y antibacterial in vitro del
extracto de etanol de las hojas de F. retinophylla contra seis bacterias y células
de cancer HT-29 e identificar los compuestos quimicos responsables de la
bioactividad. Se obtuvo el extracto de etanol de las hojas de F. retinophylla, se
evalué el extracto contra cuatro bacterias Staphylococcus epidermidis,
Enterobacter aerogenes, Proteus hauseri y Proteus mirabilis a concentraciones
de 50, 75,125, 250, 500 y 1000 ppm y en la segunda prueba se evalué a E. coli
y P. vulgaris 125, 250, 500, 1000, 1500 y 2000 ppm. Se evalué la actividad
anticancerigena del extracto por la técnica de viabilidad celular (MTT) y la
actividad antiinflamatoria por medio de la técnica “Western blot” en células HT-
29, ademas de determinar en el extracto de etanol y fracciones el contenido
total de polifenoles y flavonoides y actividad antioxidante asi como la
composicién quimica que se analizd por LS/ESI/IMS2 y CG-MS. El extracto
reportd una actividad antioxidante de 86.81%, lo cual puede atribuirse al
contenido de fenoles totales y flavonoides. Se identificaron por LS/ESI/MS2
once compuestos de naturaleza flavonol y compuestos derivados de acidos
cafeoiliquinicos en el extracto de etanol y fracciones de F. retinophylla. Los
analisis de composicién quimica del extracto de etanol por CG-MS reportaron la
presencia de compuestos de naturaleza amida. Los extractos de F. retinophylla,
mostraron actividad antibacterial contra las seis bacterias estudiadas y actividad
anticancerigena y antiinflamatoria.

Palabras clave: F. retinophylla; Extracto de etanol de las hojas; Actvidad
Anticancerigena, Actividad Antiinflamatoria y Actividad Antibacterial,
Composicion quimica; Contenido de fenoles y flavonoides; Actividad

antioxidante.
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Flourensia retinophylla S.F. Blake, common name yerba de mula, is an endemic
bush of central and southeastern Coahuila. This species has been little studied
for their biological activity. The objectives of this study were to evaluate the anti-
cancer, anti-inflammatory and antibacterial activity in vitro ethanol extract of the
leaves of F. retinophylla against six bacteria and cancer cells HT-29 and identify
chemical compounds responsible for the bioactivity ethanol extract of leaves
was obtained from F. retinophylla, the extract was evaluated against four
bacteria Staphylococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes, Proteus hauseri
y Proteus mirabilis at concentrations of 50, 75.125, 250, 500 and 1000 ppm and
in the second test he was evaluated E. coli and P. vulgaris 125, 250, 500, 1000,
1500 and 2000 ppm. The anticancer activity of the extract was evaluated by the
technique (MTT) of cell viability and anti-inflammatory activity by the technique
“‘Western blot” in cells HT-29 also determining in the ethanol extract and
fractions the total content of polyphenols and flavonoids and antioxidant activity
as well as chemical composition is analyzed by LS/ESI/MS2 y CG-MS. The
extract antioxidant activity reported 86.81%, which can be attributed to the
content of total phenols and flavonoids. They are identified by LS/ESI/MS2
eleven flavonol compounds nature and compounds derived cafeoiliquinicos
acids in the ethanol extract and fractions F. retinophylla. The chemical
composition analysis of the ethanol extract by GC-MS reported the presence of
amide compounds nature. The extracts they exhibited antibacterial activity
against bacteria studied six and anticancer and anti-inflammatory activity.

Keywords: Ethanol extract of the leaves; Anticancer activity, Anti-inflammatory

activity and Antibacterial Activity, Chemical composition; Total phenolic content

and flavonoids; antioxidant activit.
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INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta fisiolégica de proteccion del cuerpo para
activar el sistema inmune en respuesta a una variedad de estimulos, incluyendo
infecciones y lesiones de tejidos. Sin embargo, la respuesta inflamatoria crénica
puede inducir diversas enfermedades como la sepsis, artritis reumatoide, y
cancer ( Dinarello, 1997; Palladino et al., 2003; Jeong et al., 2013).En México, el
cancer es la segunda causa principal de muerte después de las enfermedades
cardiovasculares, y el cancer colorrectal representa el 4% de todas las muertes.
Mas del 80% de los pacientes con cancer colorrectal son detectados y tratados
en estados tardios (Garcia-Osogobio et al., 2015).

Desde el descubrimiento de la quimioterapia, los cientificos han desarrollado
agentes bioactivos que permiten el éxito de tratamientos de una gran variedad
de enfermedades, incluyendo infecciones bacterianas y cancer. Sin embargo,
con el tiempo, el tratamiento de estas dolencias se asocia frecuentemente con
efectos secundarios y el desarrollo de resistencia, haciendo que los farmacos
sean inutiles (Kuete et al., 2011 y Hu et al., 2007). Esto ha aumentado la
importancia de la busqueda de nuevos compuestos con propiedades
antibacterianas y anticancerigenas. (Joray et al., 2015).

Por lo anterior y tomando en cuenta el incremento e incidencia de nuevas
enfermedades infecciosas y cancerigenas, los investigadores se han enfocado
en la busqueda de nuevas fuentes naturales a partir de las plantas para la
obtencién de compuestos antimicrobianos, con estructuras quimicas diversas y
nuevos mecanismos de accién, que permitan el control de los microorganismos
resistentes. (Jasso de Rodriguez et al., 2011; Molina-Salinas et al., 2007).

En el norte de México se localiza el estado de Coahuila ubicado en las zonas
semiaridas, con un clima generalmente seco y semicalido a calido extremoso y
con baja precipitacion, en donde crecen silvestres un gran numero y variedad
de plantas silvestres que se han utilizado tradicionalmente como medicina
alternativa por los habitantes del medio rural, para curar diferentes

enfermedades como son indigestion, problemas gastrointestinales, bronquitis,


http://www.sciencedirect.com.proxy.infosal.uadec.mx/science/article/pii/S0278691513000239#b0025
http://www.sciencedirect.com.proxy.infosal.uadec.mx/science/article/pii/S0278691513000239#b0085

afecciones pulmonares y tuberculosis. De las especies del género Flourensia, el
hojasén (Flourensia cernua), ha sido ampliamente utilizada como medicina
tradicional para estos fines con excelentes resultados. Ademas ha sido
investigada en su composicion fitoquimica y actividad biolégica (Jasso de
Rodriguez et al.,, 2011; Jasso de Rodriguez et al., 2012; Rios, 2015).
Flourensia retinophylla S.F. Blake, nombre comun yerba de mula, es un arbusto
endémico del centro y sureste de Coahuila, muy ramificado y resinoso, de 1 a
2.5 m de alto. Se distribuye en un amplio rango altitudinal desde el nivel del
suelo del desierto hasta las partes mas altas de muchos cafiones. Se han
publicado sélo dos reportes cientificos en relacién a la composicion quimica de
F. retinophylla. Stuppner and Muler (1994) identificaron flavonoid aglycone en la
fraccion del extracto de cloroformo de las partes aéreas de F. retinophylla:
5,7,3'-trihidroxi-3-isobutyroylflavanonol;  5,7,3'-trihnydroxyflavanone and 5,7-
dihydroxy-3’-methoxyflavanone. Dillon and Mabry (1977) identificaron en F.
retinophylla: 5,7- dihyd. Por lo anterior los objetivos del presente estudio fueron
evaluar el efecto de la actividad anticancerigena, antiinflamatoria y antibacterial
in vitro del extracto de etanol de F. retinophylla en células de cancer de colén
HT-29 y contra seis bacterias que producen enfermedades infecciosas
recurrentes en los humanos: Staphylococcus epidermidis, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Proteus hauseri, Proteus mirabilis y Proteus

vulgaris; e identificar los compuestos quimicos responsables de la bioactividad.



Objetivo

Estudiar la actividad anticancerigena, antiinflamatoria y antibacterial in vitro del

extracto de etanol de las hojas de F. retinophylla.

Objetivos Especificos

1. Estudiar la actividad anticancerigena in vitro del extracto de F.
retinophylla en células de cancer de col6n HT-29.

2. Evaluar la actividad antiinflamatoria en células HT-29 in vitro del extracto
de F. retinophylla

3. Estudiar la actividad antibacterial in vitro del extracto de F. retinophylla
contra seis bacterias que producen enfermedades infecciosas
recurrentes en los humanos: Staphylococcus epidermidis (Gram+),
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus hauseri, Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris (Gram-).

4. Identificar los compuestos bioactivos del extracto y fracciones de
Flourensia retinophylla.

5. Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad
antioxidante del extracto de etanol de F. retinophylla, asi como de las

fracciones hexano, acetato de etilo y agua.

Hipodtesis

Flourensia retinophylla contiene compuestos bioactivos que le confieren

actividad anticancerigena, antiinflamatoria y antibacterial.



REVISION DE LITERATURA

Cancer Colorrectal

El cancer es un problema importante de salud publica en todo el mundo. Los
canceres mas comunes son los de mama, préstata, pulmon, colorrectal (CCR),
cuello del atero y estébmago (Ferlay et al., 2013 ). El cancer de colorrectal es
uno de los mas altos de incidencia y mortalidad en todo el mundo. De acuerdo
con los ultimos datos publicados por Globocan en 2012, el CCR y de estbmago
se colocaron el cuarto y sexto, respectivamente, para ambos sexos en México
(Ferlay et al, 2013). La edad es un factor de riesgo principal, sin embargo, el
estilo de vida y una dieta baja en fibra y rica en hidratos de carbono Y el
elevado consumo de carne roja, alcohol y tabaco, aunado a la obesidad
favorece al desarrollo de este tipo de cancer (American Cancer Society,
2015 ; Gonzalez y Riboli, 2010)

Estudios indican que los pacientes con cancer comunmente recurren a terapias
alternativas como recurso simultaneo a encontrar una cura, particularmente
plantas medicinales, Alonso-Castro et al., (2011) mencionan que mas de 3000
plantas con propiedades anticancerigenas son reconocidas en todo el mundo.
Segun lo indicado por este y otros estudios realizado por Gerson-Cwilich et
al. (2006) y Gomez-Martinez et al. (2007), muestran la importancia del uso de
plantas medicinales como una cura alternativa a enfermedades como el cancer

e incluso infecciones producidas por bacterias.

Actividad antiinflamatoria

Las enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa y la
enfermedad de Crohn, muestran un aumento de riesgo importante para
desarrollar cancer de colon colorectal (Zheng et al., 2016). Se ha demostrado
que la tasa de cambios neoplasicos aumenta con la mayor duracion de la colitis
y el grado o la gravedad de la inflamacién (Herszenyi et al., 2014). La
inflamacion crénica promueve la carcinogénesis mediante la induccion de la

produccion de una variedad de citocinas pro-inflamatorias tales como el factor
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de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las interleuquinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), que
estimulan procesos proliferativos y anti-apoptéticos que contribuyen a la

carcinogénesis colitis asociada (Francescone et al., 2015; Talero et al., 2016).

Sistema inmune

Genetica
Colorectal

cancer
L

Microbiota
Figura 1. Los factores etioldgicos asociados para el desarrollo y progresion de

cancer colorrectal (CCR). Las mutaciones genéticas, la dieta, el sistema

inmunoldgico y la microbiota. (Fuente Li et al., 2016).

Cuando ocurre la inflamacion, los mediadores, tales como citoquinas
proinflamatorias, incluyendo la interleucina IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, el factor de
necrosis tumoral (TNF), el interferén (INF) -y, y la de granulocitos y macréfagos
factor estimulante de colonias, se liberan; esta respuesta es antagonizado por
citoquinas anti-inflamatorias, tales como la interleucina IL-4, IL-10, IL-13, y el
factor de crecimiento transformante IFN-a. El factor-kappa B nuclear (NF-kB),
factor de transcripcién, también juega un papel importante en la respuesta
inflamatoria mediante la regulacion de la expresion de diversos genes que
codifican las citoquinas pro-inflamatorias, moléculas de adhesion, quimiocinas,
factores de crecimiento y enzimas inducibles tales como la ciclooxigenasa -2
(COX-2) (Mueller et al., 2010). En la inflamacion crénica, el mecanismo de

regulacion negativa parece ser disfuncional. Aunque la inflamacién es



principalmente una respuesta de proteccién (contra los microorganismos,
toxinas o alergenos, por ejemplo), la inflamacién que es crénica y no controlada

se vuelve perjudicial para los tejidos (Gil, 2002).

Bacterias que afectan a los seres humanos

Entre las bacterias que producen enfermedades infecciosas con mayor
recurrencia en los humanos podemos citar a Staphylococcus epidermidis
bacteria Gram positivo que causa enfermedades infecciosas del torrente
sanguineo, cardiovasculares, de ojos, oidos, nariz y garganta (Gelosia et al.,
2001) esta bacteria es la causante de infecciones nosocomiales afecta
predominantemente a los recién nacidos y pacientes con dispositivos médicos
permanentes (Gabriel et al., 2015; Ishiwada et al., 2016). Enterobacter
Aerogenes bacteria Gram negativo también es causante de infecciones del
torrente sanguineo siendo el octavo patdgeno mas comun en las infecciones
asociadas a la salud en los Estados Unidos (Hidron et al., 2008). Asi mismo
podemos mencionar que Escherichia coli es el patbgeno mas comun que causa
diarrea, las enfermedades diarreicas en México ocupan uno de los primeros
lugares como causa de morbilidad en poblacibn menor de cinco afios de edad,
generando el 20% de la demanda de consulta en los servicios de salud y el
10% de las hospitalizaciones pediatricas (SINAVE, 2012), este grupo de edad
presenta entre 2 y 4 episodios diarreicos al afio. Proteus mirabilis, P. vulgaris, y
P. hauseri son bacterias Gram negativo que causan infecciones severas
principalmente en el tracto urinario representando una carga para la salud
publica y la sociedad, pues cerca del 40% de las mujeres y el 12% de los
hombres tendran al menos un caso de infecciones del tracto urinario (ITU)
durante su vida adulta; la infeccion se asocia con altas tasas de recurrencia de
las bacterias que producen estos contagios, si N0 se instaura un manejo
adecuado de antibidtico, puede progresar rapidamente a sepsis severa y
muerte. (Monali et al., 2015; Nagarjuna et al., 2015). Después de la anemia, las

infecciones urinarias debido a estas bacterias son la segunda complicacion



comun en las mujeres embarazadas el control inadecuado de la infeccion puede
afectar negativamente a la salud del bebé o de la madre embarazada, la
infeccion bacterial tiene un papel destacado en el aumento del niumero de
partos con muerte fetal intrauterina y sus complicaciones asociadas y son la
causa de casi 150 millones de muertes por afio en todo el mundo (Amiri et al.,
2015). EI género Proteus pertenece a la tribu Proteeae de la familia
Enterobacteriaceae y comprende cinco especies: Proteus vulgaris , Proteus
mirabilis , Proteus penneri , Proteus myxofaciens , y Proteus hauseri, su tamafo
es de 0,4 a 0,8 mm de didmetro y 1,0 a 3,0 mm de longitud. Este género se
distribuye ampliamente en el medio ambiente. Como un patégeno humano
oportunista, se encuentra en el tracto gastrointestinal humano y animal, la piel y
la mucosa oral, asi como en las heces, el suelo, el agua y las plantas, es
causante del deterioro de los alimentos, de carne cruda, mariscos, verduras, y
comida en conserva. La deteccion de esta bacteria en la comida indica que no
fue preparada con medidas de higiene adecuadas, las cepas de Proteus son
capaces de crecer a temperaturas de 10 a 43 ° C siendo la 6ptima de 25 ° C.
(Wang et al., 2014) son bacterias que causan infecciones severas
principalmente en el tracto urinario (Monali et al., 2015).

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las principales causas de
muerte en el mundo, tanto para adultos y nifios, y es reconocido como un
problema de salud publica importante. Las afecciones ocasionadas por estas
bacterias han requerido el uso de antibiéticos para su tratamiento efectivo, pero
la recurrencia de estas y la continua aplicacion e incremento de los antibioticos,
han ocasionado resistencia entre los patégenos, lo cual ha limitado el control de
estos. (Kalhapure et al., 2014) EIl uso irracional de antibidticos amenaza a la
seguridad de la salud publica, debido a una mayor tasa de resistencia a los
medicamentos, y es una importante carga economica para el sistema sanitario,
asi como alta morbilidad para los pacientes. Antes de 2008, sélo el 15% de los
tratamientos en México consisti6 en la prescripcion de antibidticos por un
meédico y que era un hecho conocido que alrededor del 80% de las

prescripciones fueron efectuadas por empleados de las farmacias. En ese afio



las autoridades de salud de México destacaron el problema de la resistencia a
los antimicrobianos, y establecieron la regulacién del mercado de antibidticos,
los cuales solo podrian ser adquiridos cuando fueran prescritos por un medico.
(Dreser et al., 2008; Reyes and Blandon-Vigil 2015).

Por lo anterior es fundamental la busqueda de nuevas alternativas naturales

efectivas contra estos patégenos que sustituyan el uso de las drogas sintéticas.

Uso de plantas medicinales

Las plantas medicinales han sido utilizadas ampliamente en el mundo como
remedios 0 suplementos para el tratamiento de diversas enfermedades
humanas, estas presentan una rica fuente de compuestos biolégicamente
activos (Newman et al., 2003). Son una fuente importante de farmacos
aproximadamente el 25% de estos en todo el mundo provienen de plantas. En
México es un pais con una flora muy diversa, hay méas de 23,400 especies
vasculares y 5000 especies se utilizan con fines medicinales (Alonso et al.,
2011; Bye, 1993; CONABIO, 2006) ademas es un pais con una flora muy
diversa, y muchas de sus culturas indigenas tienen una extensa farmacopea de
plantas medicinales, (L6pez- Rubalcava and Estrada-Camarena 2016).

Existen en las regiones semiaridas del norte de México, un gran numero y
variedad de plantas silvestres que crecen bajo condiciones climaticas extremas
(Adame y Adame, 2000; Jasso de Rodriguez et al., 2011), que se utilizan en el
tratamiento de enfermedades respiratorias y tienen actividad antibacteriana
(Encarnacion et al., 1998; Rojas et al., 2001; Jiménez-Arellanes et al., 2003;
Molina-Salinas et al.,, 2007), son utilizadas actualmente para aliviar los
problemas de afecciones pulmonares y expectorantes (Marrubium vulgare),
bronquitis (Mentha spicata), tos, neumonia (Artemisia ludoviciana), gripe,
resfriado y asma (Ambrosia Chaenopodium), expectorante (Flourensia cernua) .
(Verni et al.,, 2011, Molina- Salinas et al.,, 2007). Compuestos fendlicos se
encuentran comunmente en estas plantas, principalmente derivados de los
taninos hidrolizables (Ventura et al., 2008), estos son metabolitos secundarios

de las plantas, su papel es fundamental en la defensa contra la radiacion UV o



contra la agresion por patégenos (Beckman, 2000; Wong et al., 2014). Plantas
de la familia Asteraceae son una familia grande y extensa, formado con mas de
23,000 especies actualmente aceptadas, que estan distribuidos en 1,620
géneros y 12 subfamilias. (Negri, 2015). El género Flourensia pertenece a la
subtribu Ecliptinae, tribu Heliantheae, y subfamilia Asteroideae que es la mas
diversa Asteraceae, este género consta de 42 especies de subarbustos,
arbustos y pequefios arboles,resinosos y aromaticos,que se caracterizan por
sus flores amarillas abundantes (Rios, 2015). Se encuentra principalmente en
hébitats aridos y las regiones subtropicales de América, es endémico de este
continente en donde se localiza en Estados Unidos, Perd, Bolivia, Chile y
Argentina, México, siendo en este ultimo donde se distribuyen 13 de sus
especies, de las cuales 7 se localizan en el estado de Coahuila: Flourensia
retinophylla, Flourensia laurifolia, Flourensia cernua, Flourensia dentata,
Flourensia ilicifolia, Flourensia solitaria, Flourensia microphylla, Flourensia
colludes, Flourensia glutinosa, Flourensia resinosa, Flourensia monticola,

Flourensia pulcherrima, Flourensia pringlei (Dillon, 1984).

Flourensia cernua

Es conocida como tarbush, hojas,-Tarbush americano, negro-pincel, barniz
cepillo, y hojasén en Estados Unidos de América y en México, se conoce como
hojasen, tarbush, negro-cepillo (Jasso de Rodriguez et al., 2012). Son arbustos
de 2 m de altura, tallos muy ramificados, resinosos, aromaticos, de color marrén
a negro, sus hojas son elipticas a ovadas de 17-25 mm de largo y de 5-12 mm
de ancho, se ubica largo del estado de la region desértica del norte-centro de
México, incluyendo los estados de Chihuahua,Coahuila, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Nuevo Ledn, San Luis Potosi y Zacatecas (Dillon, 1984). La planta es
bebida en forma de infusion de las hojas, se para el tratamiento de diversas
dolencias gastrointestinales, tales como dolor de estdmago, indigestion, la
diarrea y la disenteria, también es utilizada como purgante, expectorante y
remedio reumatico se restringen solamente a unas pocas areas (Mata et al.,

2003) es la especie mas estudiada de su género reportando actividad
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antifingica (De Leodn et al., 2016, Jasso de Rodriguez et al., 2007; Tellez et al.,
2001), los extractos de F. cernua tienen actividad antioxidante, anti-VIH,

antitumoral y propiedades antidiabéticas (De Leon et al., 2013; Luo et al., 1998).

Flourensiaretinophylla

Flourensia retinophylla S.F. Blake (Fig. 1), nombre comun yerba de mula, es un
arbusto endémico del centro y sureste de Coahuila, muy ramificado y resinoso,
de 1 a 2.5 m de alto. Se distribuye en un amplio rango altitudinal desde justo el
nivel del suelo del desierto hasta las partes mas altas de muchos cafiones.
Cohabita con especies como: Acacia berlandieri, Agave lechuguilla,
Arctostaphylos, Dasylirion, Hechtia, Pinus pinceana, Quercus intricata, Rhus
virens, y Viguiera stenoloba. (Dillon et al., 1984; Jasso de Rodriguez et al.,
2007).

Se han publicado s6lo dos reportes cientificos en relacion a la composicién
quimica de F. retinophylla. Stuppner and Miler (1994) identificaron flavonoid
aglycone en la fraccion del extracto de cloroformo de las partes aéreas de F.
retinophylla: 5,7,3'-trihidroxi-3-isobutyroylflavanonol; 5,7,3’-trinydroxyflavanone
and 5,7-dihydroxy-3’-methoxyflavanone. Dillon and Mabry (1977) identificaron
en F. retinophylla: 5,7- dihydroxy flavanone (pinocembrin), Kaempferol y 3,7-
dimethyl ether (Kumatakenin) (Flavonol previamente identificado en F. cernua).
Esta especie ha sido poco estudiada por su actividad bioldgica, a la fecha solo
se ha encontrado un reporte cientifico sobre la actividad antifingica del extracto
de etanol, que inhibi6 el crecimiento micelial de Alternaria sp. (90%),
Rhizoctonia solani (100%), y Fusarium oxysporum (95%) a concentraciones de

1000, 1000 y 500 ppm, respectivamente (Jasso de Rodriguez et al., 2007).
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Figura 2. Flourensia retinophylla, planta endémica de Coahuila.
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MATERIALES Y METODOS

Colectay preparacion del material vegetal

Las ramas con hojas de 15 plantas de F. retinophylla se colectaron al azar, en
un sitio silvestre en la Sierra de Paila localizado a 25° 59' latitud N y 101° 28
longitud O, altitud de 1300 msnm. Se colocaron en bolsas de polietilieno negro y
se transportaron al laboratorio de Fitoquimica de la Universidad. Se separaron
las hojas de los tallos y se secaron a 60°C durante 24 horas, en una estufa
marca MAPSA. Enseguida se molieron en un molino Thomas Wiley Model 4 con
un tamiz de 2 mm, y se almacenaron en un dispositivo adecuado, hasta su

procesamiento.

Obtencién del extracto de etanol y fraccionamiento para el aislamiento de

los principios activos.

Obtencion del extracto de etanol

En un frasco de 3.4 L se colocaron 115 g de hojas molidas y 1,250 mL de
etanol, el cual se mantuvo en agitacion, en un agitador marca IKA C-MAG
MS10, durante 72 h a temperatura ambiente. Al término de la reaccion, el
disolvente se eliminé a presion reducida en un evaporador rotatorio (Buchi
Laboratoriums-Technik, Schweiz). Enseguida el extracto se coloc6 en una
estufa a 40°C durante 4h para eliminar los residuos de etanol y a continuacién
se determiné el rendimiento del extracto seco. Se determind la composicion

quimica del extracto de etanol por GC-MS.

Fraccionamiento del extracto para el aislamiento de los principios activos
Se llevé a cabo mediante una extraccion liquido-liquido, y para la cual se
pesaron 5g del extracto y se le afiadieron 500 ml de una solucién etanol-agua
(1:1). Enseguida la muestra se colocé en un sonicador marca (Bransonic
Ultrasonic cleaner 5510 R-MT) por un minuto. A continuacién se rotaevaporo en

un rotavapor marca (Buchi Rotavapor R 1l 230 V) para eliminar el etanol. El
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extracto acuoso fue colocado en refrigeracion durante 24 h. A continuacioén el
extracto fue colocado en un embudo de separacion y se prepararon fracciones
con hexano, acetato de etilo y agua (200 mL por tres veces para cada solvente).
Al término de cada fraccionamiento, se conjuntaron los tres volimenes del
solvente correspondiente, el cual fue evaporado vy liofilizado (Liofilizador Freeze
Dryer Modulyo). Las fracciones fueron inyectadas en el equipo LC-ESI-MS2

para la identificacion de compuestos bioactivos.

Contenido total de fenoles y flavonoides

El contenido de fenoles totales (TPC) del extracto de etanol y las fracciones
acetato de etilo y agua, se determiné por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu descrito por Ainsworth and Gillespie (2007), usando acido gélico (GA)
como estandar de referencia. Los resultados se expresaron como miligramos de
equivalentes de GA por gramo de cormo seco (mg GAE/g of dry sample). El
TPC se estim6 a partir de la absorbancia de la mezcla a 750 nm. EIl analisis
para cada una de las muestras se llevo a cabo por triplicado.

Contenido de flavonoides totales (TFC)

El contenido de flavonoides totales (TFC) del extracto de etanol y las fracciones
de acetato de etilo y agua se determind usando el método colorimétrico descrito
por Heimler et al. (2005), usando catequina como estandar de referencia, los
resultados se expresaron en mg equivalentes de catequina (mg CE/g dry
sample). El contenido de flavonoides se determind a partir de la absorbancia de
la mezcla a 570 nm. El andlisis para cada una de las muestras se llevo a cabo

por triplicado.

Actividad antioxidante
La actividad antioxidante del extracto y las fracciones de acetato de etilo y agua

se determind por el método de DPPH’ descrito por (Brand-Williams et al., 1995),
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con algunas modificaciones (Manzocco et al., 1998). Una curva de calibracién a
515 nm (UV/Vis Spectrophotometer Varian, Cary 50, Varian, Palo Alto, CA,
USA) se realiz6 para calcular la concentracion de DPPH’ (0-1000 pg/mL). Un
volumen de 2.9 mL de metanol y DPPH’. La reaccion se inici6 por la adicion de
100 uL de las muestras del extracto y fracciones de acetato de etilo y agua por
5 min la eficiencia del radical fue calculada de acuerdo a la siguiente formula

[DPPH];

% DPPH- =
/o DPPR Rew = DpPH T,
Donde [DPPH’tes la concentracion de la constante DPPH’

[DPPH] 1= es la concentracién inicial.

Composicion quimica del extracto de etanol de F. retinophylla
Cromatografia de gases y Espectroscopia de (GC-MS)

Se llevaron a cabo los andlisis de composicion quimica del extracto de etanol
de F. retinophylla por cromatografia de gases y espectroscopia de masas, los
andlisis se llevaron a cabo en un equipo Agilent Technologies utilizando las
siguientes condiciones: columna HP-5MS (30 m x 0.25 mm 1D X 0.25). Para la
deteccidn, se utilizé un sistema de ionizacién de energia de 70 eV. Como gas
portador, en un flujo constante 1.1 mL/min y un volumen de inyeccion de 1 uL
fue utilizado, a temperatura de inyeccion fue de 250 °C. El programa de
calentamiento del horno fue isotérmica durante 5 min a 60 °C seguido de un
calentamiento of 5 °C /min hasta 100 °C/min (2 min), y 10 °C/min hasta 250
°C/min (5 min).

Identificacién de compuestos
La interpretacion de los espectros de masas fue llevada a cabo, usando la
libreria NIST (National Institute of Standard and Technology), que se encuentra

en el equipo.
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Cromatografia de Liquidos /Interfase de lonizacion Electrospray/
Espectroscopia de Masas/ Espectroscopia de Masas (LC/ESI/MS2)

El andlisis del extracto de etanol y las fracciones se llevé a cabo con un sistema
de Acquity UPLC (Agua Corp., Miliford, MA, EE.UU.)acoplado a un
espectrometro de masas tandem Xevo TQ-S triple cuadrupolo (Waters Corp). El
Sistema LC consistié en un gestor de muestra (20°C) y un gestor de disolvente
binario. La columna utilizada para la determinacion de flvan-3-ol, flavanoles,
acido elagico y derivados del acido cafeoilquinico fue una Acquity UPLC BEH
C8 150 mm X 2.1 X 1.7 um (Waters Corp) operada a 20-40°C. EIl perfil de
elucion utilizado para la determinacién incluy6 dos disolventes: agua acidificada
con acido férmico 1% (A) y Acetonitrilo (B); al inicio 98% de A en B; 0-2 min,
68% de A en B; 2-3.8 min 55% de A en B; 3.8-4.5 min 45% A en B; 4.5-6.0 min
5% en B (gradiente lineal) el lavado de la columna y posteriormente, 6.0-9.5
min, 98% de A en B y la estabilizacion de la columna. Los datos de MRM se
tomaron desde 0 a 9.5 min. Se emple6 el modo de ionizacion negativo para los
ensayos de MS. Las condiciones ESI fueron las siguientes: Voltaje de capilar
2.85 kV; temperatura de desvoltacién 500°C; temperatura de la fuente, 150°C;
flujos de gas de desvoltacion y de cono, 794L/h y 151L/h, respectivamente, y
gas de colisién, 0.14 ml/min. La rutina (20 ng/L) se utilizd para controlar la
estabilidad de la eficiencia de ionizacion del espectréometro de masas y una
mezcla de diferentes compuestos fendlicos (20 ng/L) se utilizd para monitorear
en tiempo de retencién y los valores de m/z. para la cuantificacion de la curva
de los flavonoides se emple6 un estandar de rutina. El procesamiento de control
y datos del espectrémetro UPLC y del tandem Xevo TQ-S de triple cuadrupolo

de masas se realizaron con el software MassLinx (Waters Corp.).

Analisis de Infrarrojo FTIR
El extracto de etanol de F. retinophylla no requiere ninguan tratamiento especial
para el analisis, las muestras se realizaron directamente en un

espectrofotometro Perkin Elmer FTIR, utilizando un dispositivo de ATR con el
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modelo de punta de diamante GX00 a temperatura ambiente en un rango de

600-4000 cm™ y 32 barridos por espectro.

Células HT-29; Cinética celular

Material biolégico

Linea celular HT-29 (ATCC® HTB-38™) de cancer de colon humano.

Materiales
v Pipetas estériles de 2, 5y 10 ml
v Cajas Petri estériles
v Placa de 24 pozos

Tubos graduados Corning de 50 ml

Vaso de precipitados estéril

AR

Puntillas estériles azules y amarillas de 1y 0.5ml
v Estufa de CO2 al 6.5%
Reactivos
v' Medio RPM estéril
v Verseno (EDTA al 0.02%)
v PBS 1X
v Tripsina al 15 %
v" DMEM al 10% (medio de cultivo celular)
Metodologia

1.- Descongelamiento celular

Las células estan ultra congeladas a una temperatura de -80°C por lo cual los

cristales son pequefios, por lo tanto no se debe hacer un descongelamiento a

temperatura ambiente, ya que los cristales tienden a hacerse mas grandes y

esto disminuye la viabilidad celular.
1. Limpiar/Esterilizar el area de trabajo.
. Tener el agua estéril a una temperatura de 37-38°C.

2
3. Tener el medio de cultivo a una temperatura de 37°C.
4

. Localizar la linea celular (en este caso se tomo¢ la Transferencia 7).


http://www.atcc.org/Products/All/HTB-38.aspx
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5. Tener el vaso con el agua estéril cerca para asi poder colocar el vial.

6. Llevar todo el material a la campana y esperar de uno a tres minutos el
descongelamiento celular.

7. Con la pipeta de 2ml recuperar, homogenizar y resuspender de dos a

tres veces, y colocar en el Corning.

2-. Activaciéon de la linea celular
1. La suspension se transfirid a una placa de cultivo estéril de 100 mm, la
cual se llevo a incubar a 37° en atmosfera con CO2” al 6.5%.
2. Se hicieron cambios sucesivos cada 3 dias retirando el medio con una
pipeta Pasteur y adicionando 10 ml del medio.
3. Cuando el crecimiento del cultivo llego a una confluencia del 80% aprox.
Se transfirieron a nuevas placas con medio, con una concentracion de

1x10° esta accion se realizé hasta obtener la cantidad necesaria.

3.- Cinética de crecimiento celular en HT-29

Se revisO el cultivo celular al microscopio, colocando la caja Petri sobre un
acrilico (el cual se inclind para su mejor manejo). Se aspir6 el medio de cultivo
con una pipeta Pasteur conectada a un sistema de vacio. Se vertieron 10 ml
de PBS 1x estéril a 37°C y se agitd por unos segundos, nuevamente se aspird
con el sistema de vacio. Se agregaron 3 ml de verseno estéril a 37°C y dejo
actuar por unos segundos, para después agregar 1 ml de tripsina al 0.15%
estéril a 37°C y se dej6 actuar por cinco minutos en la incubadora de CO2. Una
vez pasado el tiempo vy favorecido el desprendimiento celular, se agregaron 6
ml de medio de cultivo estéril a 37°C desde arriba en forma de circulo,
suspendiendo nuevamente un par de veces, se recuperaron las células en un
tubo corning de 50 ml estéril, cuidadosamente se vacio por la pared del tubo y
se tomO una alicuota de 10 microlitros de la solucion homogenizada para
vaciarla a un tubo eppendorf para hacer la cuenta celular en el

hematocitometro. Por ultimo se suspendieron las células y se sembraron en una
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placa de 24 pozos agregando 500ul de la solucién suspendida a cada pozo. Se
dej6 incubar a 37°C en una atmosfera de CO2 al 6.5%

En los dias siguientes se aspiré el medio y se lavaron los pozos con 500 pL de
PBS 1X, se aspir0 y se agregaron 375 ml de verseno al 2%, 125uL de tripsina
al 15%, se incubd la reaccién por 5 minutos y posteriormente se par6 la
reaccion con medio de cultivo, se suspendié para homogenizar y se tomaron 10
uL de la suspension y se afiadieron 10 pL de azul tripan, finalmente se hizo un
conteo en la camara de Neubauer. Asi se obtuvo el numero de células por 6

dias para estimar el tiempo de duplicacion celular.

MTT Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico)
Material biolégico
Linea celular HT-29 (ATCC® HTB-38™) de cancer de colon humano.

Material de prueba:
Extracto crudo de etanol de Flourensia retinophylla
Reactivos:

v" Reactivo de MTT (bromuro de 3-(4-5 dimetiltiazol-z-do)-2,5-difeniltetrazol,
M5655-1G Lot #MKBF5121V) (M5655-1G Lot#MKBF5121V, SIGMA
ALDRICH)

v" Medio Dulbecco’s modified Eagle’s high glucose (D4540-1L, SIGMA
ALDRICH)

v" DMSO (dimetilsulféxido (D4540-1L Lot# SHBD2417V SIGMA ALDRICH)

v' Tripsina 0.15%(100mg de tripsina 100G pancreas porcino, 100mg de
glucosa, 10mg sulfato de estreptomicina, 10mg penicilina G sbédica,
150pL solucion rojo fenol al 1%, 10mL PBS 10x).

v" Verseno 0.02%(200mg de EDTA, se afora a un litro y se esteriliza en
alicuotas de 100mL, se mantiene en refrigeracion).

v Buffer de fosfatos 1x (de una solucion madre de 10x se toman 100mL y
se afora a 1L, se esteriliza en alicuotas de 100mL y se mantiene en

refrigeracion).


http://www.atcc.org/Products/All/HTB-38.aspx
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Bicarbonato de sodio 3506-01 Lot# X43337
Sulfato de estreptomicina S-6501 Lot#08IKI275
Penicilina G P-3032 Lot#051k1044

Tripsina 1:250 T-4799 Lot#22K7268
RPMI-1640 Medium R8755-10L Lot#22K7268

NS NEE N NN

Procedimiento

La preparacion del MTT debe realizarse justo antes de comenzar el ensayo y en
la oscuridad ya que el reactivo es fotosensible.

Transcurridas 72 horas de post-siembra en una placa de 96 pozos, se aplicaron
los tratamientos y se dejaron incubando en una estufa de CO2 al 5% por 24
horas pasado este tiempo se dieron dos lavados con PBS 1X para quitar todos
los residuos y el medio de cultivo, esta operaciéon se realizdé de 2 carriles a la
vez, para no afectar la viabilidad celular, se aspir6 el medio de cultivo con pipeta
Pasteur inclinando la placa unos 45°, cuidando de no tocar el fondo del pozo
para no aspirar células, se agregaron 100uL de PBS 1X a cada pozo con la
multipipeta. Se puso la placa en agitacion a 300 rpm durante 5min y se
agregaron 100uL de RPMI con antibiético SIN rojo fenol, se apagoé la luz de la
campana y se procedié a agregar 100uL de MTT (cubrir el MTT y las placas con
papel aluminio) posteriormente se incubo por 4h en incubadora de cultivo.
Pasada las 4 horas se colocé el matraz para recolectar residuos de MTT a la
bomba de vacio y se aspir6 el MTT (No tocar el fondo del pocillo). Luego se
agregaron 200uL de DMSO a cada pozo con multipipeta y por separado con
una punta por carril, despegar todo el formazan del fondo de cada pozo
resuspendiendo el DMSO hasta que ya no queden cristales de formazan en el
fondo. Se tomaron 10ul de la suspension celular de cada pozo y se tifieron con
10 pl de azul tripan para ser contadas en camara de Neubauer, este
procedimiento se realizd por cuadruplicado para cada tratamiento con sus
respectivas concentraciones, se calculé la media aritmética de la cantidad de

células viables para cada concentracion.
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Pruebas antibacteriales
Los ensayos antibacteriales se llevaron acabo utilizando el extracto de etanol de
F. retinophylla.

Material Bioldgico

Las cepas bacterianas utilizadas se obtuvieron de la coleccién de bacterias del
Laboratorio de Alimentos Funcionales y Nutracéuticos del Instituto Tecnologico
de Durango: Gram- negative bacteria: Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus hauseri (ATCC 13315), Proteus
mirabilis (ATCC 7002), Proteus vulgaris (ATCC 49132), y Gram-positive
bacteria: Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).

Preparacion de la solucién madre del extracto

Se prepard una solucion madre del extracto de etanol de F. retinophylla a una
concentracion de 10,000 ppm. Se pesaron 112.5 mg del extracto y se disolvid
en 1.125 ml de Dimetil Sulféxido (DMSQO) al 4%. Posteriormente se filtré6 con
membranas de nylon de 0.45 pM para esterilizar el extracto.

Disefio experimental del ensayo bactericida

Se llevo a cabo un ensayo previo para conocer el efecto inhibitorio del extracto
en las seis bacterias. En base a los resultados obtenidos (informacién no
reportada), se determind analizar cuatro bacterias iniciando con bajas
concentraciones (Ensayo 1) y dos bacterias con concentraciones superiores
(Ensayo 2) a las de la prueba anterior. El efecto inhibitorio del extracto de etanol
de F. retinophylla en el crecimiento de las bacterias, se llevd a cabo por el
método de dilucidbn de agar (Ramirez and Castafio, 2009). Se preparé una
solucion de bacterias en caldo nutritivo a una dilucién 1:100 (0.01). Enseguida
en tubos de ensaye se colocaron 10 ml de caldo nutritivo, y se le agrego el
volumen de la solucion madre del extracto, para ajustar la concentracion, y la
cantidad de bacterias: Ensayo 1, las concentraciones fueron: 0 (control), 50, 75,
125, 250, 500, 1000 ppm, que se evaluaron en las bacterias: S. epidermidis, P.

hauseri, P. mirabilis y E. aerogenes; en el ensayo 2, las concentraciones fueron
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0 (control), 125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 ppm que se evaluaron en las
bacterias: E. coli y P. vulgaris. Enseguida se colocaron 100 pl de muestra en
una placa Petri de Agar Nutritivo solido. Las placas se incubaron a 37° C por
24 h. Posteriormente se contd el numero de colonias en un contador de
colonias (marca Craft) y los resultados se expresaron en Unidades Formadoras
de Colonia por mililitro (UFC/mL) y en porcentaje de inhibicion (%),

determinados con la siguiente formula:
(Numero de colonias) (1000)

UFC/mL = o7
L Testigo Absoluto — UFC/mL X 100
% de Inhibicién = Testigo Absoluto

Todos los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.

Analisis estadistico

Los Ensayos 1 y 2 fueron establecidos bajo un disefio completamente al azar
con seis concentraciones y tres repeticiones para cada concentracion del
extracto de etanol de F. retinophylla, y un control absoluto con tres repeticiones,
para cada Ensayo. Con los datos obtenidos se llevé a cabo el andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de medias por el método de Tukey (P=0.05),
utilizando el programa Language R (Team Core, 2014). Se aplicé el analisis
Probit (Finney, 1971) para calcular la concentracion del extracto de la planta, el
cual resulta en una inhibiciébn del 50% y 90% del crecimiento visible de las
bacterias, cuando se compara con el control absoluto (MICsy y MICg). El
programa de analisis SAS Probit (Version 9.1) fue usado para la evaluacion
estadistica. Los valores de MIC fueron calculados estadisticamente y asociados
con valores de Chi-square significativos al nivel P<0.05 estadisticamente
significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido fitoquimico y actividad antioxidante
Los resultados de contenido de polifenoles totales mostraron que el extracto de

etanol de F. retinophylla posee la concentracibn mas alta en relacion a las
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fracciones de agua y de acetato de etilo (Tabla 1). Esta tendencia es similar
para el contenido de flavonoides en el extracto y fracciones. Ademas el extracto
reporté una elevada actividad antioxidante (86.81%), lo cual puede atribuirse al
contenido de fenoles totales y flavonoides (Salazar et al., 2008). En base a la
revision bibliografica efectuada, no existe mas informacion cientifica reportada
de F. retinophylla, para comparar los resultados mostrados anteriormente. Sin
embargo podriamos considerar algunas especies del género Flourensia, como
F. cernua, que es la especie mas estudiada hasta la actualidad. El contenido
total de fenoles del presente estudio es superior a los reportados por Wong-
Paz et al., (2015) y Salazar et al., (2008) para F. cernua, con contenidos de 7.9
mg/g, en etanol-agua al 70%, durante 2h, y 15 mg/g, respectivamente. La
actividad antioxidante de F. cernua ha sido estudiada por diferentes
investigadores: De Leodn et al., (2016) reportaron actividad antioxidante de
89.45% producida por los compuestos bioactivos obtenidos de una infusion de
las hojas; a una concentracion de 4000 ppm. Wong- Paz et al., (2014 y 2015)
reportaron para un extracto de tallos y hojas obtenidos con una mezcla agua-
etanol (30:70), una actividad antioxidante de 80% con el método Heat-reflux
extraction y para un extracto con el mismo tejido y solvente, la actividad fue
superior al 90%, respectivamente. Salazar et al., (2008) reportaron para un
extracto de hojas de F. cernua extraido con metanol una actividad antioxidante
de 27.9%. Los resultados de actividad antioxidante de F. retinophylla obtenidos
en el presente estudio son superiores a los reportados por Wong-Paz et al.
(2014) y Salazar et al. (2008) y son similares a los de De Leon et al. (2016) y
Wong-Paz et al. (2015). Por otra parte es importante mencionar que el
contenido de flavonoides reportado en el presente estudio es similar al que fue
reportado en el extracto de las hojas de Larrea trindentata en etanol y en cuanto
a la actividad antioxidante lo reportado en este estudio (86.81%) fue inferior a lo
que se encontro en la L. tridentata (94.97%) (Matins et al., 2012). Sin embargo
es sobresaliente el contenido de flavonoides de F. retinophylla y en particular la
elevada actividad antioxidante que se reporta por primera vez en este estudio y

que puede ser atribuida a la compleja matriz de compuestos quimicos
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acumulados en los tejidos de la planta, algunos de ellos como un medio de
defensa y promovidos por el efecto del estrés, ocasionado por el clima seco,
extremoso y escasa humedad que son la diaria constante en las zonas aridas y

semiaridas del estado de Coahuila.



Tabla 1. Contenido de polifenoles y flavonoides y actividad antioxidante del extracto de F. retinophylla y fracciones
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Muestra Fenoles totales Flavonoides Actividad Antioxidante DPPH
(mg GAE/g) (mg CE/qg) (%)

Extracto de etanol 18.3795+0.7942 11.6169+ 7.4436 86.8119+0.4818

Fraccion de acetato de etilo 0.0045+0.0059 0.0994+0.0560 13.5766+4.3168

Fraccion acuosa 0.0418+0.0591 0.0885+0.0415 23.0790 £19.4255

Los valores son medias +SEM, n=3.
! Miligramos de &cido galico equivalentes por gramo de hojas secas
% Milligramos de (+)-catequina equivalentes por gramo de hojas secas
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Composicion quimica del extracto y fracciones de F. retinophylla por
LC-ESI-MS2

Los resultados de la composicion quimica del extracto de etanol de F.
retinophylla (Fig. 1), mostraron la identificacion de once compuestos entre los
cuales: flavan-3-ols, flavonoles, flavanonas, en fracciones obtenidas con acetato
de etilo (Fig. 2), agua (Fig. 3) y hexano (Fig. 4). Se realizo la cuantificacién de
los compuestos identificados (Tabla 2), detectando la mayor abundancia de
quercetina en el extracto de etanol y la fraccion de acetato de etilo; por otra
parte, en la fraccion acuosa, los componentes mayoritarios fueron los derivados
de cafeoilquinico, y en la fraccion de hexano solo se detectd la presencia de
kaempferol.

La elevada concentracion de Quercetina en el extracto de etanol y en la fraccion
de acetato de etilo es de gran relevancia por las numerosas propiedades
bioldgicas y farmacoldgicas, entre las cuales, el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, ademas de poseer actividad como: antioxidante,
antiinflamatorio, antiviral, antibacterial y anticAncer (Erlund, 2004; Formica et
al., 1995; Nijveldt et al., 2001; Liu y Guo, 2006). Sin embargo el uso de la
Quercetina como un agente promotor de la salud ha sido limitado por la escasa
biodisponibilidad, la cual se atribuye a la baja solubilidad en agua de este
compuesto y a la inestabilidad bajo condiciones de procesamiento, ademas en
el organismo humano esto ocurre también en los 6rganos del pequefio intestino
(colon, rifidn e higado) (Zhou et al., 2015). En el extracto de etanol también fue
identificado la presencia de la Mircetina la cual es un flavonol del cual se han
reportado multiples efectos terapéuticos potenciales: anti-cancerigeno, anti-
inflamatorio, anti-aterosclerético, antitrombaotico, anti-diabético y anti-viral
(Hobbs et al., 2015; Ong and Khoo, 1997 ). Ademas se presenta en baja
concentracion un isémero del Kaempferol, de naturaleza flavonol, del cual se
reporta actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibacterial y antitumoral, asi
como antidiabética (Chen and Chen, 2013; Luo et al., 2015) asi como varios

derivados del acido cafeoilquinico.


http://www.sciencedirect.com.proxy.infosal.uadec.mx/science/article/pii/S0278691515300089#bib45
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En la fraccion acuosa el componente de mayor concentracion es un derivado
del acido cafeoiliquinico (3,4-o-di-cafeoilquinico) (Fig. 3). Jin et al., (2014),
reportaron para estos compuestos actividad: antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana, antiinflamatoria, anti VIH, y hepatoprotectora. En la fraccion de
hexano se identificé el Kaempferol, de naturaleza flavonol, (Fig.4), del cual se
han reportado propiedades como: antidiabético, antioxidante, antiinflamatorio y
la promocion de las funciones de las células pancreaticas (Luo et al., 2015). Por
lo anterior podemos atribuir el efecto antibacterial del extracto de etanol de F.
retinophylla a la presencia de los flavonoles y en particular de la quercetina, la
cual en sinergia con los deméas compuestos quimicos que integran el extracto
inhiben el desarrollo de las bacterias estudiadas, algunas de ellas pudieran ser
multidrogo resistentes. Este extracto es una alternativa viable para el desarrollo
de medicamentos que podrian curar las enfermedades ocasionadas por las
bacterias y para lo cual se requieren mayores estudios sobre el aislamiento de
los compuestos activos del extracto. Este es el primer reporte de la presencia
de la quercetina, mircitina y acidos cafeoliquinicos en el extracto de etanol y

fracciones de F. retinophylla.



Tabla 2. Compuestos bioactivos identificados en el extracto y fracciones de F. retinophylla
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No Rt  Nombre de los compuestos [M-H] Extracto Fracciones
(min) m/z Acetato de Agua Hexano
etilo

1 2.03 Derivado de &cido 353 0.000+0.000° 0.000+0.000*  0.204+0.010%* 0.000+0.000%
4-o-cafeoilquinico

2 2.41 Derivado de acido 353 0.033+0.003" 0.000+0.000®  0.438+0.072° 0.000+0.000%
4-o-cafeoilquinico

3 2.56 Derivado de acido 353 0.011+0.000° 0.000+0.000* 0.208+0.011* 0.000+0.000%
4-o-cafeoilquinico

4 3.92 Derivado de acido 515 0.000+0.000° 0.000+0.000*  0.000+£0.000° 0.000+0.000%
di-cafeoilquinico

5 3.98 Miricetina 317 0.035+0.002" 0.000+0.000*  0.000+£0.000° 0.000+0.000%

6 4.16 Acido 4,5-0-di- 515  0.0000.000% 0.347+0.015°  0.444%0.017° 0.000+0.000?
Cafeoilquinico

7 4.40 Derivado de acido di- 515 0.051+0.001¢ 0.295+0.037° 0.000+£0.000° 0.000+0.000%
cafeoilquinico

8 4.74 Acido 3,4-o0-di cafeoilquinico 515 0.000+0.000°% 0.286+0.0006° 0.554+0.028° 0.000+0.000?

9 5,58 Quercetina 301 1.505+0.117° 6.088+0.082¢  0.044+0.011° 0.000+0.000?

10 5.93 Kaempferol 285 0.014+0.001° 0.122+0.003° 0.000+0.000° 0.000+0.000%
Isbmero
11 6.18 Kaempferol 285 0.000+0.000°% 0.064+0.001%  0.000+0.000° 0.091+0.003"

Total

1.713+0.111

7.377+0.144

1.879+0.072

0.091+0.003
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Figura 3. Perfil de elucion espectral de principales componentes identificados en
el extracto crudo de F. retinophylla. EI 2 y 3, derivado de acido
4-o-cafeoilquinico; 5, miricetina; 7, derivado de acido dicafeoilquinico; 9,

quercetina; 10, kaempferol isémero; 11, kaempferol.
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Figura 4. Perfil de elucion espectral de principales componentes identificados en
la fraccion de acetato de etilo de F. retinophylla. 6, Acido 4,5- o-dicafeoilquinico;
7, derivado de &cido di-cafeoilquinico; 8, Acido 3,4- o-dicafeoilquinico; 9,

guercetina; 10, kaempferol isomero; 11, kaempferol.
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Figura 5. Perfil de elucion espectral de principales componentes identificados en
la fraccion acuosa de F. retinophylla. 1, 2, 3, Derivados de Acido
4-ocafeoilquinico; 6, Acido 4,5- o-di-cafeoilquinico; 8, Acido 3,4-

o-dicafeoilquinico; 9, quercetina.
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Figura 6. Perfil de elucion espectral de principales componentes identificados en

la fraccion de hexano de F. retinophylla. 11, kaempferol.
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Composicion quimica del extracto de etanol de F. retinophylla por GC-MS
Los resultados por GC-MS del extracto de etanol identificaron siete compuestos
(Fig. 5). El tiempo de retencién (TR), nombre del compuesto, formula molecular
(FM), peso molecular (PM) y concentracion (Area %) de los compuestos, se
presentan en la Tabla 3. Los resultados muestran siete compuestos identificados
siendo tres los de mayor abundancia el 9-Octadecenamide, (Z)- con un 46.7%,
del extracto, ademas de Hexadecanamide (22.5%) y Octadecanamide (21.9%), los
tres de naturaleza amida, que en conjunto integran el 91.1% del extracto. En la
Tabla 6 se presenta la actividad biologica de los compuestos identificados en el
extracto de las hojas de F. retinophylla y en la que podemos observar que el
compuesto mayoritario tiene propiedades antimicrobiales y que en general, el
resto de los compuestos tiene propiedades antibacteriales y antimicrobial. En la
literatura no hemos encontrado ningan reporte sobre los compuestos aqui
identificados en F. retinophylla. El presente es el primer reporte sobre la
composicién quimica del extracto de etanol de las hojas de F. retinophylla por GC-
MS.
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Tabla 3 Compuestos identificados en la fraccion volatil del extracto de etanol de F.

retinophylla por GC-MS

Rt Formula Area
No (min) Nombre del compuesto MW (%)
Molecular
12.16 2H-1-Benzopyran-2-one, 3,4-dihydro- CyHgO» 148 0.3
13.76 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a- Ci5H260 222 0.1
octahydro-1,6-dimethyl-4-(1-methylethyl)-,
[1R-(1.alpha.,4.beta.,4a.beta.,8a.beta.)]-
3  13.85 Naphthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7- CisHoy 204 0.1
dimethyl-1-(1-methylethyl)-, [1S-
(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.)]-
4 17.53 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol CooH400 296 2.0
5 21.07 Hexadecanamide Ci6H3sNO 255 22.5
6 22.82 9-Octadecenamide, (2)- C1gH35NO 281 46.7
7 23.06 Octadecanamide CigH3z7NO 283 21.9
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Figura 7. Cromatograma del extracto de etanol de hojas de F. retinophylla.
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Espectro de Infrarrojo (FTIR)

En el 2007 Jasso de Rodriguez y colaboradores, reportaron el analisis de
espectroscopia de FT-IR del extracto de las hojas de Flourensia retinophylla,
donde se destacaba la presencia de las bandas OH, correspondientes al grupo
hidroxi, o bien al estiramiento N-H, en 1447cm™ se presentan los enlaces C-O-H y
C-N, lo que nos lleva a concluir que el extracto de las hojas de Flourensia
retinophylla, presentan en su estructra anillos aromaticos, grupos alcholicos,
compuestos carbonilicos, y compuestos nitrogenados. Tomando en cuenta lo
anterior se supone que el o los compuestos extraidos de las hojas de Flourensia
retinophylla presentan un caracter polar, tomando en cuenta que el extracto de las

hojas fue obtenido en presencia de etanol. (Tabla 4).

Es destacable que Flourensia retinophylla, es una planta endémica del estado de
Coahuila, y que pese a la adversidad de los cambios climéticos, sequia, bajas y
altas temperaturas, etc., la planta no sufre ningin cambio. Es importante destacar
que los principios activos que contiene Flourensia retinophylla, son estables
guimicamente, al estar sometida a la interperie, 1o que lleva a suponer la
estabilidad quimica que presenta los extractos etanolicos de las hojas de
Flourensia retinophylla. Esto se demuestra, debido a que en el 2007 Jasso de
Rodriguez y colaboradores, reportaron los primeros estudios sobre los extractos
de las hojas de Flourensia retinophylla, empleando etanol como solvente extractor
encontraron mediante espectroscopia FT-IR la presencia de grupos aromaticos,
alquenos y alcoholes. En esta investigacion se siguié la misma metodologia
reportada en el 2007 y se lograron obtener resultados similares a la
espectroscopia de FT-IR, lo que demuestra que el método es confiable y
reproducible.
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Tabla 4. Sefales de banda y las asignaciones de los grupos funcionales en el

extracto de etanol de F. retinophylla (2016) por analisis de FTIR, en comparacion

con F. retinophylla espectros FTIR (Jasso de Rodriguez et al., 2007)

NUmero de onda (cm™)

Asignacion -2

2016 Jasso de Rodriguez,

2007
3300 3349 O-H, N-H
2925 3078 C-H
2854 2852 C-H
1713 1732 C=0
1623 1627 C=C, C=0O de una

amida

1447 1462 C-O-H, C-N
1375 1377 C-O
1240 1245 C-H
1157 1105 C-H
1023 1078 O-H
886 718 C-H
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Actividad Anticancerigena y Actividad Antiinflamatoria

Cinética celular

Las células crecieron durante, al menos una semana, sin que se observara muerte
celular natural. Estas densidades fueron, 5.06 x 10% 8.1875 x 10% 1.2688 x 10>;
1.8125 x 10° 2.6 x 10°% 3.05 x 10° células diarias durante una semana. Los
resultados indicaron que a las 192 horas se obtuvo mayor viabilidad celular con
una concentracion de 3.05 x 10°. Al estudiar la cinética de crecimiento en los dias
siguientes, comprobamos que la poblacion todavia pudo duplicarse una vez mas.
Estos resultados son parecidos a un cultivo en condiciones estandar (CEN) de
células HT-29 M6 que conduce a un 100% de confluencia a los 3-4 dias después
de una siembra realizada a 2 x 10° célulasicm® (50% de confluencia,

aproximadamente), segun descrito anteriormente.
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Figura 9. Efecto del extracto de etanol sobre la funcionalidad enzimatica
mitocondrial de células HT-29 a concentraciones que no afectan pH, y estabilidad

de compuestos en el Sistema.
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Figura 10. Efecto citotdxico de F. retinophylla en la linea celular HT-29

En el presente enstudio se realiz6 la determinacion del efecto citotdéxico del
extracto de F. retinophylla. Las concentraciones probadas fueron 0.25, 0.5, 0.75 y
1 mg/mL. Con una inhibicién de un 80%. Joray et al., (2015) reportd actividad
anticancerigena de los compuestos aislados de F. oolepis en dos lineas celulares
de leucemia, siendo el compuesto 2,4 -Dihydroxychalcone el que mostré un
fuerte efecto citotoxico contra las células. Este es el primer reporte de
investigacion cientifica de la actividad anticancerigena y antiinflamatoria de F.
retinophylla. Esta actividad antinflamatoria puedes ser atribuida a la composicion
quimica del extracto en especifico al flavonol como la quercetina que es el
compuesto mayoritario del extracto de etanol, mediante la inhibicibn de la
ciclooxigenasa-2 (COX2) y oxido nitrico sintasa inducible (Raso et al., 2001; Mutoh
et al., 2000). La inflamacion crénica se cree que desempefian un papel importante
en la etiologia de varios tipos de cancer y los inhibidores de COX-2 se estan
estudiando como agentes quimiopreventivos contra el cancer colorrectal (Le,
2002). Los flavonoides pueden tener un efecto benéfico a través de su impacto en
la bioactivacion de los carcin6genos, flavonoles como la quercetina han
demostrado inhibir enzimas del citocromo que juegan un papel fundamental en la
activacion de una serie de carcinbgenos humanos sospechosos, tales como los
hidrocarburos policiclicos y aminas heterociclicas. (Lautraite et al., 2002; Ciolino et
al., 1999; Kang et al., 1999; Mutoh et al., 2000). La quercetina inhibe la tirosina

guinasa que también participa en la proliferacion celular, demostrando asi la
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detencion del ciclo celular y la apoptosis, ademas de los efectos antineoplasicos

como la actividad antiinflamatoria y antiproliferativos (Le, 2002).

Efecto antibacterial del extracto de F. retinophylla

El efecto de la actividad biolégica de las concentraciones del extracto de F.
retinophylla en las bacterias estudiadas se presenta a continuacién. El analisis de
varianza para UFC/ml y % de inhibicion, presentaron diferencias significativas
(p<0.05) paratodas las bacterias evaluadas. Enla Tabla 6 se presentan las
UFC/ml y el % de inhibicion de las bacterias: S. epidermidis, P. hauseri, P.
mirabilis y E. aerogenes, en donde a una concentracion de 50 ppm del extracto
las bacterias E. aerogenes y P. hauseri presentaron el 100% de inhibicion,
mientras que P. mirabilis a la misma concentracion presentd una inhibicién
superior al 80% y a las 250 ppm presentd. Por otra parte S. epidermidis a 500

ppm del extracto tuvo una inhibicién al 100%.

En general podemos observar que el crecimiento de bacterias no fue inhibido por
el DMSO, por lo cual la inhibicion de las bacterias es atribuida Unicamente al
efecto del extracto. Los resultados mostraron que el extracto de etanol de F.
retinophyilla presenté una alta inhibicion sobre el crecimiento de las bacterias

estudiadas.

El andlisis de varianza para UFC y % de inhibicién en la prueba 2 para altas
concentraciones en E. coli y P. vulgaris, mostré diferencias significativas (p<0.05)
para las bacterias evaluadas. Con las concentraciones de 1500 y 2000 ppm, se
observd que el crecimiento de E. coli se inhibié al 100%, y en P. vulgaris el
extracto inhibié el crecimiento al 100% con la concentracién de 2000 ppm y a 1500
ppm hubo inhibiciéon del 86.3%. De acuerdo a estos resultados la concentracion
recomendadas son de 1500 y 2000 ppm para E. coli y P. vulgaris,
respectivamente. Los altos porcentajes de inhibicion se pueden atribuir a su
composicion quimica, compuestos identificados como la Quercetina tiene actividad

antibacterial.
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No existen reportes en la literatura de la actividad antibacterial de F. retinophylla.
Los resultados del presente estudio concuerdan con los reportados por Molina et
al., (2007) quienes encontraron actividad bactericida de los extractos de hexano
de las hojas de F. cernua contra Mycobacterium tuberculosis a una MIC de 50 y 25
Hg/mL contra cepas sensitiva y resistente.

Peralta (2006) reporté que extractos de hexano, éter, etanol y metanol-cloroformo
de Flourensia cernua inhiben a diferentes dosis bacterias como Pseudomonas
cichorii (Pc), Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), y Pectobacterium
caratovora, en el cual el extracto de hexano de F. cernua fue el que tuvo mayor
porcentaje de inhibicion sobre Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), con
un 82.51% y para Pseudomonas cichorii 83.96%. Por otro lado Méndez et al.,
(2012) evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos de plantas del
semidesierto como (Larrea tridentata, Flourensia cernua, Lippia graveolens, Agave
lechuguilla, Yucca filifera, Opuntia ficus-indica y Carya illinoensis) contra 4
bacterias siendo dos de ellas E. coli y E. areogenes siendo esta ultima la que
demostré inhibicion mas baja alrededor del 70 % de inhibicion, mientras que en los
resultados que F. retinophylla inhibi6 con un 100% a 50 ppm. Otras especies de
Flourensia han reportado actividad antibacterial. Joray et al., (2011) del extracto de
etanol de las hojas de Flourensia oolepis reporto un MIC de 1mg/ml para E. coliy
0.500 mg/ml para P. mirabilis. También de los compuestos aislados del extracto
etandlico de las hojas de F. oolepis se aislaron 5 compuestos siendo el compuesto
identificado como 2°,4"-dihydroxychalcone el que mostré un efecto inhibitorio con
un MIC de 62 pug/ml para P. mirabilis y 250 ug/ml para E. coli (Joray et al., 2015).

La actividad antibacterial se puede atribuir a los flavonoides presentes en el
extracto de etanol, al kaempferol, quercetina principalmente, estos dos flavonoides
exhiben actividad antibacterial muy fuerte, por ejemplo la quercetina tiene un
grupo hidroxilo en la posicion 3 en el anillo C el cual es importante para la
actividad antibacteriana de los flavonoides, que de acuerdo con estudios previos
gue indican que la ausencia del grupo hidroxilo en la posicién 3 en flavonoides
disminuye su actividad antioxidante y antimicrobiana. (Wu et al., 2013; Tripoli et
al., 2007, Sichel et al., 1991).
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Tabla 5. Medias de las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) y del porcentaje de inhibicion (%) de 4

bacterias evaluadas de etanol de F. retinophylla.

S. epidermidis P. hauseri P. mirabilis E. aerogenes

Concentracion UFC/ml Inhibicion (%) UFC/ml Inhibicion (%)  UFC/ml Inhibicion (%) UFC/ml Inhibicion
(ppm) (%)

TA 367,500 b od Ob od 832,500 a od 232,500 b Ob
50 445,000 a od 0b 100 a 150,000 b 81.98 c 0Oa 100a
75 52,500 a 85.71c 20,000 b 100 a 75,000 c 90.99 b 0Oa 100a
125 125,000 cd 94.56 ab 20,000 b 98.83 ¢ 105,000 bc 87.39 bc 0Oa 100a
250 30,000 cd 91.84 bc 15,000 b 99.12 bc 0od 100 a 0Oa 100a
500 0 d 100 a 7,500 b 99.56 ab 0od 100 a 0Oa 100a
1000 35,000 cd 90.48 bc 0b 100 a 0od 100 a 0Oa 100a
CcVv 10.08 3.91 8.14 0.29 12.98 2.43 853 1.58

TA: Testigo absoluto; CV: Coeficiente de variacion.



Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (MIC50 y MIC90) del extracto de etanol de F. retinophylla

95% Margenes de fiabilidad

95% Margenes de fiabilidad

Bacteria
MIC50 (ppm) Inferior Superior MIC90 Inferior  Superior CHI*
(Ppm)
S. epidermidis 61.69 4.94 118.13 259.41 134.27 5253 2.12
P. hauseri - - - - - - 1.96
P. mirabilis 16.43 5.63 27.01 86.37 67.60 111.15 2.12
E. aerogenes - - - - - - 2.12

*: CHI- valor eficaz,nivel signifcativo en p< 0.05.
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Tabla 7. Efecto inhibitorio del extracto etanolico de F. retinophylla en dos bacterias
estudiadas

E. coli P. vulgaris

Concentracion UFC/ml Inhibicion (%) UFC/ml Inhibicion (%)
(Ppm)

TA 585,000 a 0d 240,000 b od
125 650,000 c 88.89 a 520,000 a od
250 650,000 c 88.89 a 165,000 bc 31.25¢
500 435,000 a 25.64 c 30,000 ¢ 87.5b
1000 250,000 b 57.26 b 515,000 a od
1500 Oc 100 a Oc 100 a
2000 Oc 100 a Oc 100 a
CV 28.41 10.56 28.72 7.12

TA: Testigo absoluto; CV: Coeficiente de variacion

Tabla 8. Concentracién minima inhibitoria (MIC50 y MIC90) del extracto etandlico
de F. retinophylla.

95% Fiducial Limits 95% Fiducial Limits
Bacteria MIC50 Inferior Superior MIC90 Inferior Superior CHI*
(ppm) (ppm)
E. coli 1.11 - - 62485 - - 2.12
P. vulgaris 554.08 171.68 1296 2244 1054 161419 2.12

*. CHI- valor eficaz, nivel signifcativo en p< 0.05
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CONCLUSIONES

El extracto de F. retinophylla presentdé actividad anticancerigena vy
antiinflamatoria a bajas concentraciones, en células de cancer de colon HT-29.
El extracto de etanol de las hojas de F. retinophylla presentdé actividad
antibacterial, inhibiendo el crecimiento bacteriano de Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Proteus hauseri. Presentando la mayor inhibicion en P.
mirabilis y E. aerogenes a la menor concentracion. Ademas también expreso la
mayor concentracion de fenoles totales, de flavonoides y de actividad
antioxidante, en relaciébn a las fracciones evaluadas. La quercetina fue el
compuesto mayoritario identificado en el extracto de etanol de F. retinophylla
por LC-ESI-MS. La actividad anticancerigena y antiinflamatoria presentada por
el extracto de F. retinophylla puede ser atribuida a los compuestos de
naturaleza flavonoide, los cuales han reportado esta actividad para otras
especies de plantas. La actividad antibacterial puede ser atribuida a 9-
Octadecenamide, (Z)- de naturaleza amida el cual ha reportado actividad
antibacterial. El extracto de F. retinophylla representa una alternativa para el
desarrollo de un farmaco anticancerigeno y antiinflamatorio y es una alternativa
para ser utilizado como un bactericida botanico contra la recurrencia de
enfermedades causadas por S. epidermidis, E. coli, E. aerogenes, P. mirabilis,
P. vulgaris, P. hauseri, que han mostrado resistencia a la utilizacién de
antibiodticos sintéticos. En la presente investigacion se reporta por primera vez

las actividades anticancerigena, antiinflamatoria y antibacterial.
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