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RESUMEN

Eysenhardtia texana es una especie nativa del sur-centro del estado de Texas y norte
de México, también conocida como el “rindén de Texas” y en el norte de México conocida
como “Palo dulce”. Tradicionalmente, ha sido utilizada por los indios Kikapues para tratar y
aliviar afecciones renales; sin embargo, existe limitada informacion sobre su potencial
bioldgico. Es por ello, que los objetivos de la presente investigacion fueron: (1) caracterizar
fisicoquimicamente las hojas y ramas de E. texana, (2) obtener y caracterizar extractos de
hoja y rama de E. texana producidos mediante agitacion convencional utilizando solventes
de diferente polaridad; y (3) determinar el potencial antimicrobiano y antiproliferativo de

extractos de hoja y rama de E. texana.

En general, las hojas y ramas de E. texana presentaron un alto contenido de
carbohidratos, grasas y proteinas. Se obtuvieron tres extractos de hojas (acuoso EA-H,
hidroalcohdlico EHA-H y etandlico EE-H) y tres de ramas (acuoso EA-R, hidroalcohdlico
EHA-R y etandlico EE-R) de E. texana mediante la técnica de agitacion convencional,
presentando mayor rendimiento los extractos que utilizaron como solvente el agua (EA-H =
56.25 + 4.23% y EA-R = 28.27 £ 1.63%). Se realiz0 la caracterizacion de los extractos de E.
texana en funcién del contenido de fenoles totales (CFT), presentando mayores (p < 0.05)
valores en hoja el EE-H y en rama el EA-R (108.95 + 23.31 y 85.89 + 0.08 mg EAG/g

extracto, respectivamente).

En cuanto a la actividad antioxidante, los tratamientos EE-H y EE-R presentaron
mayor actividad captadora de radicales en ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina6-
sulfonico) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo). Mientras que, el mayor poder reductor
férrico lo presentaron los extractos de hoja EHA-H y EE-H y de rama los extractos EHA-R
y EE-R. Los resultados observados evidencian el efecto del solvente y el 6rgano de la planta

utilizado en las propiedades de los extractos obtenidos.

Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de E. texana, mostrando
actividad promisoria contra Staphylococcus aureus. Los extractos de E. texana presentaron
moderado efecto antiproliferativo y baja citotoxicidad, logrando menos del 40% de inhibicion

en todos los tratamientos.



Esta investigacion presenta, por primera vez, las propiedades bioldgicas de E. texana,
ofreciendo nuevos conocimientos sobre sus beneficios. Con ello, se pueden plantear
alternativas efectivas y econdmicamente viables para abordar problemas de interés social en
las areas de desarrollo de esta planta

Palabras clave: Eysenhardtia texana; extractos; compuestos bioactivos; actividad

antioxidante; actividad antimicrobiana; actividad antiproliferativa



ABSTRACT

Eysenhardtia texana is a native species found in south-central Texas and northern
Mexico, commonly known as "Texas kidney" and "Palo dulce” in northern Mexico.
Traditionally, it has been utilized by the Kickapoo Indians to treat and alleviate renal
conditions. However, limited information is available regarding its biological potential. Thus,
the objectives of this study were: (1) to physicochemically characterize the leaves and
branches of E. texana, (2) to obtain and characterize extracts from E. texana leaves and
branches using solvents with varying polarity through conventional agitation, and (3) to
assess the antimicrobial and antiproliferative potential of these extracts.

Overall, E. texana leaves and branches exhibited high contents of carbohydrates, fats,
and proteins. Three extracts from E. texana leaves were obtained (aqueous EA-H,
hydroalcoholic EHA-H, and ethanolic EE-H), and three from branches (aqueous EA-R,
hydroalcoholic EHA-R, and ethanolic EE-R) by means of conventional agitation. Water as a
solvent yielded the highest extract yields (EA-H = 56.25 + 4.23% and EA-R = 28.27 +
1.63%). The extracts were characterized based on their total phenol content (TPC), with the
highest values observed in EE-H for leaves and EA-R for branches (108.95 + 23.31 and 85.89
+ 0.08 mg GAE/g extract, respectively).

In terms of antioxidant activity, EE-H and EE-R demonstrated higher radical
scavenging activity in ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) and
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assays. The leaf extracts EHA-H and EE-H, as well
as the branch extracts EHA-R and EE-R, exhibited the highest ferric reducing power. These
results highlight the influence of both the solvent and plant organ used on the extract
properties.

The antimicrobial activity of E. texana extracts was evaluated in vitro, demonstrating
promising activity against Staphylococcus aureus. The extracts displayed moderate
antiproliferative effects and low cytotoxicity, with inhibition rates below 40% in all

treatments.



This study presents novel insights into the biological properties of E. texana, shedding
light on its potential benefits. This knowledge can contribute to the development of effective
and economically viable alternatives to address socially significant issues related to this plant.

Keywords: Eysenhardtia texana, extracts, bioactive compounds, antioxidant activity,

antimicrobial activity, antiproliferative activity



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El uso de la etnobotéanica para el tratamiento de enfermedades ha sido fundamental
para el desarrollo del hombre (Pardo de Santayana & Gomez Pellon, 2003). Ademas de
considerarse como patrimonio cultural, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) fomenta
el uso de la medicina tradicional segura y efectiva en la atencidn primaria desde 1996, lo cual
ha dado lugar a programas de conservacion de especies medicinales (Moron Rodriguez &
Jardines Méndez, 1997).

La bdsqueda de compuestos presentes en las plantas vuelve a tomar importancia
debido a la diminucién de la eficacia de medicamentos sintéticos utilizados para el
tratamiento de distintas enfermedades (Petrovska, 2012). Actualmente, en México hay
registro de mas de 4,000 especies de plantas con propiedades medicinales, de las cuales
aproximadamente solo el 5% se han investigado (Loraine & Mendoza-Espinoza, 2010). En
el norte de México, especies de zonas &ridas y semiaridas han demostrado bioactividad
importante gracias a su adaptabilidad al ambiente extremo donde habitan (Guia-Garcia et al.,
2021). Especies como Flourensia cernua, Rhus microphylla, Myrtillocactus geometrizans,
Juglans microcarpa y Carya ovata, se han caracterizado por su actividad antimicrobiana,
citotoxica, antioxidante y por su alto contenido de fenoles totales, entre otras (Guia-Garcia et
al., 2021; Jasso de Rodriguez et al., 2019; Méndez et al., 2012).

Algunas especies del género Eysenhardtia han demostrado gran potencial para el uso
medicinal y para el control de fitopatdgenos. Por ejemplo, el extracto metandlico de E.
platycarpa ha mostrado actividad antinflamatoria y citotoxica sobre Artemia salina (especie
de crustaceo branquiopodo), y extractos metanolicos de E. polystachya han presentado
actividad fungicida contra Sclerotium cepivorum y Rhizoctonia solani (BernabéAntonio et
al., 2017; Dominguez-Villegas et al, 2013). Sin embargo, los estudios sobre compuestos

bioactivos y mecanismos de accion son limitados.

En el caso de E. texana, comunmente conocida en el sur de Estados Unidos de
América como el “rifion de Texas” y en el norte de México como “Palo dulce”, ha sido
tradicionalmente utilizada por los indios Kikapues como infusiones de la hoja para tratar
distintas afecciones renales. Por otro lado, solo se cuenta con un estudio realizado por
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Waechter et al. (1998) donde se detectaron dos compuestos flavonoides obtenidos de un

extracto metanol-diclorometano obtenido de las partes aéreas de la planta.

Considerando la importancia de la busqueda de nuevos Yy eficaces farmacos de base
natural y las actividades demostradas por plantas de zonas aridas y semiaridas, en el presente
proyecto se plantea el estudio del perfil fitoquimico y potencial bioactivo de extractos de hoja
y rama de E. texana obtenidos mediante agitacion convencional utilizando solventes de

diferente polaridad, para su posible uso medicinal.



1.2 Justificacion

Las infecciones causadas por bacterias representan un desafio de salud global. EI uso
desmedido de antibidticos para el tratamiento de estas infecciones ha dado lugar a la
formacion de bacterias resistentes, provocando una disminucion de la eficacia de dichos

antibidticos y reduciendo opciones de tratamiento.

Por otro lado, el cancer es la causa principal de mortalidad en todo el mundo. Segun
reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2020, aproximadamente
10 millones de defunciones fueron asociadas a algun tipo de cancer. En México, el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) menciona que el 9% de las defunciones en el
afio 2020 se debieron a tumores malignos presentes en tejidos, sistema nervioso, hueso y
cartilago. Este tipo de afecciones estan relacionadas con el estrés oxidativo generado por la
acumulacion de moléculas oxidantes como son los radicales libres, los cuales causan dafios

moleculares a las células.

Los tratamientos utilizados actualmente resultan costosos debido a su limitado acceso,
ademas de ser invasivos debido a que actuan indistintamente sobre células cancerosas y no

cancerosas causando efectos secundarios sobre la salud.

Debido a los graves problemas de salud provocadas por estas afecciones se buscan
fuentes naturales de compuestos bioactivos de importancia medicinal para la fabricacion de
nuevos farmacos eficaces, no invasivos y que sean de mayor acceso al publico. En este
sentido, las plantas de zonas aridas y semiaridas toman relevancia, debido a sus propiedades
biol6gicas interesantes, pues estudios han demostrado que este tipo de plantas poseen
capacidad antioxidante, antimicrobiana y antiproliferativa, entre otras.

La presente investigacion tiene impacto en los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) de la Agenda 2030 de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), particularmente
con el tercer objetivo “Salud y Bienestar”, debido a que se buscan alternativas para el

tratamiento de enfermedades que afectan a la salud publica.

En Meéxico, dentro de los Programas Nacionales Estratégicos (PRONACES) se
relaciona en los programas “Salud” y “Sistemas Socioecologicos y Sustentabilidad”, ya que
impulsa la investigacion y el desarrollo de medicina tradicional y herbolaria y promueve el

uso y aprovechamiento sustentable de los recursos naturales presentes en el pais.



Debido a la importancia de los problemas de salud asociados a las infecciones
causadas por bacterias y los diferentes tipos de cancer, en el presente trabajo se plantea el
estudio del perfil fitoquimico y potencial bioactivo de extractos de hoja y rama de E. texana
obtenidos mediante agitacion convencional utilizando solventes de diferente polaridad, para

su posible uso medicinal.



1.3 Hipotesis

Al menos un extracto de Eysenhardtia texana posee actividad antimicrobiana sobre
las cepas Staphylococcus aureus y Escherichia coli y actividad antiproliferativa sobre las
lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF7); ademéas de no presentar
citotoxidad sobre la linea celular sana epitelial pigmentaria retiniana (ARPE-19).

1.4 Objetivo general

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la materia prima de hoja y rama de E.
texana. Obtener extractos de hoja y rama de E. texana mediante técnica de agitacion
convencional utilizando solventes de diferente polaridad y caracterizar los extractos por su
contenido de fenoles totales, actividad antioxidante, potencial antimicrobiano vy

antiproliferativo.

1.5 Objetivos especificos

» Caracterizar fisicoguimicamente las hojas y ramas de E. texana.
» Obtener extractos de hojas y ramas de E. texana mediante la técnica de agitacion

convencional utilizando solventes de diferente polaridad.

» Caracterizar los extractos de E. texana en funcion del contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante.

» Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de E. texana sobre
patdgenos de importancia clinica Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

» Determinar el efecto antiproliferativo de extractos de E. texana sobre las lineas
celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF7) y el efecto citotdxico sobre la

linea celular epitelial pigmentaria retiniana (ARPE-19).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Medicina tradicional

El empleo de las plantas medicinales fue inicialmente de manera instintiva, y con la
experiencia, la humanidad consolidé este conocimiento. En la actualidad, vuelve a tomar
relevancia el uso de plantas medicinales debido al interés por medicamentos de base natural,

asi como la disminucion de eficacia de los medicamentos sintéticos (Petrovska, 2012).

Segln la OMS, en paises en desarrollo se estima que el 80% de la poblacién recurren
al uso de medicina a base de plantas para la cura de enfermedades frecuentes (PrietoGonzélez
et al.,, 2004). Esto debido a sus compuestos bioactivos, los cuales poseen propiedades
curativas y nutritivas que son beneficiosas para la salud (Garcia-Oliveira et al., 2021).

El uso de plantas medicinales forma parte importante de la cultura mexicana. En ese
contexto, los grupos indigenas del sur del pais como los Mayas, Nahuals, Zapotecas y Mixes
tienen un amplio conocimiento sobre el tratamiento de afecciones gastrointestinales,

dermatoldgicas, respiratorias y ginecoldgicas (Heinrich et al., 1998).

En el norte del pais, los indios Kikapules han utilizado plantas nativas para fines curativos y
medicinales (Figura 1). Por ejemplo, el uso de la infusion de Cutleaf brickellia “prodigiosa”
para lavar las llagas y reducir el riesgo de infeccion. Otro ejemplo, es el uso de Agave
americana “maguey”, la pulpa se calienta en plancha y se aplica en los pies para eliminar el
dolor por cansancio y/o el uso de Carya illinoensis “nogal” con el cual se realiza una
coccion de las cascaras para el remedio de hepatitis y espesamiento de sangre (Latorre et al.,
1977).

et e

Figura 1. Jefe de los indios Kikapt]es.
Fuente: Etnias del mundo (2023).
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2.2 Plantas medicinales de uso tradicional en zonas aridas y semiaridas de México

En Mexico, el 63% de la extension territorial (aproximadamente 128 millones de
hectareas) presentan algin nivel de aridez (Figura 2). Estas zonas se distinguen por su minima
y esporadica precipitacion pluvial, por sus temperaturas extremas (-10 °C a mas de 45 °C),
contenido de salinidad, entre otros factores abioticos (Andrade-Bustamante et al., 2017,
Arambula, 2005; Diaz-Padilla et al., 2011). Estas caracteristicas impulsan a las plantas
nativas al desarrollo de compuestos interesantes debido a su especializacion bioldgica
(Andrade-Bustamante et al., 2017; Castillo et al., 2010).

[ipos de tiermas secas

® Anda
@ Semidrida
Subhimeda seca

Otros elimas

Figura 2. Distribucion de zonas aridas y semiéridas de México.
Fuente: (Diaz-Padilla et al., 2011)

Las plantas nativas de zonas aridas y semiaridas de México han demostrado
propiedades bioldgicas medicinales de importancia (Cuadro 1). Entre ellas destacan:
Flourensia cernua, de la cual estudios de extractos de sus hojas y ramas han demostrado
capacidades antioxidantes, antinflamatorias y apoptdticas (Jasso de Rodriguez,

CarrilloLomeli, et al., 2017), ademas de actividad antifungica (Castillo et al., 2010).
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Cuadro 1. Ejemplos de plantas nativas de zonas aridas y semiaridas y su distribucion
geogréfica en México.
Planta Distribucion geogréfica lustracién

Flourensia cernua  Norteamérica, Desierto chihuahuense y
(Hojasén) estados de Coahuila, Durango, San
Luis
Potosi y Zacatecas

Rhus microphylla Sudoeste de los Estados Unidos de
(Agrillo) América y Centro y Norte de México.

Myrtillocactus
geometrizans Norte, Centro y Sur de México.

(Garambullo)

Juglans . .
microcarpa Nort,e.de México y Sur de Estados Unidos de
(Nogal) América.

Carya ovata Canad4, Estados Unidos de América 'y
(Nogalillo Norte de México.

americano)

Fuente: (Castillo et al., 2010; Guia-Garcia et al., 2021; Jasso de Rodriguez et al., 2019; Jasso
de Rodriguez, Carrillo-Lomeli, et al., 2017).

Otros ejemplos son: Rhus microphylla y Myrtillocactus geometrizans, en las cuales se
ha reportado alto contenido de fenoles totales y actividades antiproliferativa y antifingica
(Guia-Garcia et al., 2021). En el caso de Juglans spp. y Carya ovata, en el primer reporte
cientifico sobre sus extractos etandlicos de hojas y ramas, se ha demostrado su actividad
antifangica sobre Fusarium oxysporum (hongo de importancia comercial) en tomate en

condiciones de invernadero (Jasso de Rodriguez et al., 2019).
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2.3 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos (CBs) presentes en las plantas, tambien llamados
metabolitos secundarios, poseen capacidad farmacoldgica o toxicologica en especies
humanas y animales (Avalos Garcia & Pérez Urria, 2009). Los CBs son productos de vias
secundarias bioquimicas en las células de las plantas y no son indispensables para su
funcionamiento diario (Adlercreutz, 2010). Se caracterizan por su bajo peso molecular y
actian como inmunoduladores; entre los principales grupos de CBs se encuentran:
compuestos fenolicos, terpenos y compuestos que contienen nitrégeno (Parbat et al., 2021).
A estos grupos de compuestos se les atribuye propiedades antioxidantes, citotdxicas,
antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otros (Guia-Garcia et al. 2021). Estas caracteristicas
han sido aprovechadas para obtener preparaciones curativas como aceites, pildoras,
unguentos e infusiones (Almajano et al., 2008; Prieto-Gonzélez et al., 2004; Romano &
Hazekamp, 2013).

La importancia comercial de estos biocompuestos ha dado lugar al desarrollo de
nuevas técnicas de extraccion para su uso, ya sea Como compuestos puros o extractos crudos
(Wijngaard et al., 2012). Existen métodos de extraccion convencionales (gj., extraccion
Soxhlet, maceracion e hidrodestilacién) y no convencionales (gj., extraccion asistida por
ultrasonido, extraccion 6hmica, extraccion por fluidos supercriticos). El uso depende,
primordialmente, de la quimica de los CBs, su disponibilidad, naturaleza y su potencial
aplicacion (Guia-Garcia et al., 2022; Azmir et al., 2013).

Estudios sobre diferentes extractos a base de plantas de zonas aridas y semiaridas han
demostrado la relacion de diferentes tipos de extractos de plantas, los CBs que poseen y la
bioactividad que se les adjudica. En el Cuadro 2 se presentan algunos ejemplos de CBs de

extractos de plantas nativas de zonas aridas y semiaridas y su actividad biologica.
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Cuadro 2. Extractos de plantas nativas de zonas aridas y semiaridas y sus compuestos
bioactivos asociados a actividades biologicas.

Tipo de Extracto/ Compuestos Actividad Biologica Referencia
Planta Bioactivos
Extracto etandlico del Flavonoides Citotoxicidad y actividad (Kaur et al., 2012)
tallo de Opuntia antioxidante
Extracto crudo de Alcaloides Accidn antifungica (Zamora-Natera,
semillas de Lupinus 2008)
mexicanus
Extracto etandlico de Terpenos, Inhibicion de (Méndez et al.,
hojas de Larrea polifenoles crecimiento bacteriano  2012)
tridentata
Flavonoides, Propiedades (Lépez-Romero et
esteroides y fenoles  antinflamatorias y al., 2018)

- antiedematosas
Extractos etandlicos

e hidroalcohélicos de
hojas de Agave
americano

Las interesantes actividades bioldgicas mencionadas y la limitada informacion sobre
las especies vegetales con uso medicinal presentes en México han dado lugar a su

investigacion. Tal es el caso de E. texana, la cual se describe a continuacion.

2.4 Eysenhardtia texana

Estudios han demostrado que la familia Eysenhardtia posee gran cantidad de
metabolitos secundarios, ademas de ser agentes potenciales en el tratamiento de malestares,
enfermedades urinarias y metabdlicas; también se han reportado sus actividades

antimicrobianas y antiproliferativas (Garcia-Campoy et al., 2020).
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En el caso de E. texana, los indios Kikapues han utilizado esta planta para la
preparacion de infusiones hechas de hojas para tratar y aliviar afecciones renales (Figura 3)
(Latorre etal., 1977). Sin embargo, no se cuenta con informacion detallada del uso medicinal
de E. texana. A la fecha, solo se ha reportado un estudio sobre la actividad inhibitoria de un
extracto metanol-diclorometano obtenido de las partes aéreas sobre Staphylococcus aureus y
Candida albicans (Wéchter et al., 1999).

Figura 3. Elaboracién de té y alimento para aliviar afecciones.
Fuente: Etnias del mundo (2023).

2.5 Caracteristicas morfologicas

E. texana es una especie nativa del sur-centro del estado de Texas y norte de México,
también conocida como el “rifion de Texas” y en el norte de México conocida como “Palo
dulce” (Sargent, 1892; Texas A & M University, 2018). Es un arbusto con ramificaciones de
1 a 3 m de altura, que posee espigas de flores blancas pequefias de 7 cm, las cuales son
fragantes, al igual que las hojas, las cuales poseen glandulas (Figura 4) (Sargent, 1892;
Wachter et al., 1999).
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A) e

Figura 4. Arbusto de E. texana: (A) 6rganos aéreos y (B) ejemplar completo.

s M ) 7 3

2.6 Distribucion geografica

La presencia de E. texana se extiende desde la zona centro-sur de Texas al noreste de
México, teniendo mayor presencia en los estados de Coahuila, Nuevo Le6n, Tamaulipas y
areas orientales del desierto de Chihuahua (Figura 5). Se distribuye hacia el sur, exceptuando

las zonas costeras del Golfo de México hasta el norte de San Luis Potosi (Sargent, 1892).

= '».gl]‘gt’emnla a

B s g Honduras

Nicaragua

Coslaﬁign

Figura 5. Distribucion geografica de E. texana

Fuente: Naturalista (2023).
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2.7 Composicién quimica

Existe limitada informacion sobre la composicion quimica de E. texana. Actualmente,
solo se ha reportado la composicion de un extracto metanol-diclorometano obtenido de las

partes aéreas de la planta, el cual se resume en el Cuadro 3 (Wachter et al., 1999).

Cuadro 3. Compuestos reportados en un extracto metanol-diclorometano de partes aéreas de
E. texana.

Compuesto Estructura

4,5,7-Trihidroxi-8-metil-6-

~_ _OH
(3-metil-[2butenil])- B q
(2S)flavanona (1) . m *a
|
0

4,5,7-Trihidroxi-8-metil-6-
(3-metil-[2butenil])-
(2S)flavanona (2)

Adaptado de Wachter et al. (1999).

Considerando la gran biodiversidad de plantas que México posee, en especifico
aquellas de las zonas aridas y semiaridas, es importante investigar nuevas fuentes de
compuestos bioactivos de plantas de uso medicinal tradicional. En el presente proyecto, se
tiene como objetivo la caracterizacién de extractos de rama y hoja de E. texana obtenidos
mediante agitacion convencional utilizando solventes de diferente polaridad, asi como el
estudio de su perfil fitoquimico y potencial bioactivo en términos de actividades

antioxiodante, antimicrobiana y antiproliferativa.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Fermentaciones y
Biomoléculas del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (DCTA) de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), en Saltillo, Coahuila y en los
laboratorios de Productos Naturales y Microbiologia de la Universidad de Sonora (UNISON)
en Caborca, Sonora, México. La experimentacion de este trabajo consta de tres etapas: 1)
Obtencion de extractos de hoja y rama de E. texana mediante la técnica de agitacion
convencional utilizando solventes de diferente polaridad; 11) Caracterizacion de extractos de
E. texana en funcion de contenido de fenoles totales y actividad antioxidante; y Il1I)

Evaluacion de la bioactividad in vitro de los extractos de E. texana.

Etapa I. Obtencidn de extractos de hoja y rama de E. texana mediante la técnica de

agitacion convencional utilizando solventes de diferente polaridad

3.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en esta investigacion son de grado analitico. Los
reactivos utilizados fueron diluidos en agua y etanol absoluto 99.9% en la mayoria de las
pruebas. En la Etapa I los solventes utilizados fueron agua, etanol; para la determinacién de
proteina se utilizé la mezcla digestora acido borico 2.2% (v/v) e indicador mixto de Fermont
(México) y acido sulfarico marca Jalmek (México). En la determinacion de grasas se utilizd
hexano Jalmek (México). En la Etapa Il, se utilizo el reactivo Folin-Ciocalteu (FC) (Merk,
Suiza), carbonato de sodio y &cido galico de Sigma (Japdon). Para la determinacion de
actividad antioxidante se utiliz6 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Na2COs (carbonato de
sodio), ABTS (4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) marca Sigma (Japdn)
persulfato de potasio (K2S20s), FRAP (poder de reduccion antioxidante del ion férrico),
buffer de acetato, TPTZ (2,4,6-Tritriridil-S-Triazina), HCI y cloruro férrico. En la Etapa Il
se utiliz6 caldo Mueller-Hinton (MHB) marca Difco (EUA.), MTT, medio DMEM
(Dulbecco's  Modified Eagle Medium), Formazan (1-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-
3,5difenilformazan, Formazan azul de tiazolil) marca Sigma (Japon), Cloruro de Sodio
(NaCl), Fermont (México), DMSO (dimetilsulfoxido) Sigma Aldrich (EUA), éster fenetilico
del acido cafeico.
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3.2 Obtencidn de materia prima

La recoleccion de hojas y ramas de la planta de alo dulce se llevo a cabo en el mes
de agosto de 2021, ubicado a 25°3221.0"N 101°01'04.0"W en terrenos del municipio de
Congreso Cafnada Ancha, en Coahuila, México (Figura 6).

Canada Q
Capilla Muestra
teeearr, ... SenoOra de San Juar
CcO Rcc(clalco Q 3 : O Lwew 2
Industrial - Ve s .
~ Congragacion
Tarimas la curva & CanadePincha
Goaogle

El Cortijo

Congregacion Canada Ancha
L ahuila de Zaragoza
1 km

Figura 6. Ubicacion geogréafica del muestreo de E. texana.

Las hojas y ramas fueron recolectas y transportadas al Laboratorio de Fermentaciones
y Biomoléculas del DCTA de la UAAAN, donde se separd la hoja de la rama, se lavo con
agua destilada y se seco a temperatura ambiente hasta peso contante. Posteriormente, las
hojas y ramas fueron trituradas a velocidad baja en una licuadora marca Osterizer (USA). Se
realizd tamizaje a través de malla no. 20 y fueron almacenados a temperatura ambiente en
condiciones de obscuridad hasta su uso (Figura 7).

Figura 7. A) Recoleccion E. texana, B) Identificacion por microscopio, C) Separacion,

limpieza y secado de hoja y rama, D) Trituracion y tamizaje, y G) Peso y almacenaje.
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321 Caracterizacion fisicoquimica de materia prima
La caracterizacion bromatoldgica de hojas y ramas de E. texana se realiz6 mediante
las metodologias recomendadas por el Método Oficial de Andlisis (AOAC, 1990). La
humedad se determind por gravimetria en una estufa a 60°C. El contenido de cenizas se
evalud por incineracion en una mufla a 550°C. La determinacion de grasas se realizo por
gravimetria mediante el método de Soxhlet y el nivel de proteina cruda por el método

microKjendahl con un factor de conversion de 6.25 (Figura 8). Todas las pruebas se

realizaron por triplicado.

Figura 8. A) Humedad, B) Ceniza, C) Proteina, D) Grasas.

3.3 Produccion de extractos de Eysenhardtia texana

Para la preparacion de extractos, se siguié la metodologia empleada por Jasso de
Rodriguez et al. (2017) con algunas adaptaciones. Se pesaron 5.7 g de cada muestra y se
colocaron en matraces cubiertos con aluminio a los cuales se afiadieron 62.5 mL del
respectivo solvente: (1) EA-acuoso (100% agua destilada), (2) EHA-hidroalcohélico (agua:
etanol 1:1, v/v) y (3) EE-etandlico (100% etanol absoluto). Se cubri6 la boca de cada matraz
con parafilm y aluminio. Las mezclas se agitaron mecanicamente en un shaker marca New
Brunswick Scientific (EU) durante 22 h a 150 rpm a temperatura ambiente. Después de las
22 h, se llevo a cabo la filtracion de dichos extractos con la bomba de vacio Biobase (China)
y embudo Bichner de 90 mm (Figura 9). Posteriormente, las mezclas acuosas (EA) e
hidroalcoholicas (EHA) fueron concentradas por liofilizacion como se describe en la Seccion
3.3.1 y la mezcla etandlica (EE) fue concentrado por evaporador rotatorio IKA RV 10

(China), como se describe en la Seccion 3.3.2.

20



Figura 9. A) Peso de muestra, B) Incorporacion de solventes, C) Recubrimiento

con aluminio, D) Agitacion, E) Filtracion.

3.3.1 Concentracidn de extractos acuosos e hidroalcoholicos por medio de liofilizacion
Las mezclas acuosas e hidroalcohdlicas se vertieron en tubos Falcon de 45 mL, se
cubrieron con parafilm y fueron trasladados al Laboratorio de Horticultura de la UAAAN
donde llevaron a ultracongelacion a una temperatura de -80°C en un ultracongelador
(Labconco, USA); posteriormente, fueron llevadas a liofilizacion a -55°C con una presion de
0.133 mbar (Labconco, USA). Después, los extractos se almacenaron bajo condiciones de
oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso y se midié el rendimiento expresandose en

porcentaje (%), para luego ser almacenados hasta su posterior uso.

A) B)

Figura 10. A) Ultracongelacion y B) Liofiliacion.
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3.3.2 Concentracidn de extractos etandlicos por medio de evaporador rotatorio

Las mezclas etandlicas se llevaron a un evaporador rotatorio (IKA RV 10, China) para
su concentracion. La temperatura empleada para la mezcla etandlica fue de 78°C. Al término
del proceso se obtuvo una resina, la cual fue vertida en una placa Petri de vidrio para eliminar
el solvente residual a 35°C durante 24 h en un horno de secado. Posteriormente, se determino
el rendimiento (porcentaje, %) y se almacenaron bajo oscuridad a temperatura ambiente hasta
su uso (Figura 11). Las extracciones se realizaron por triplicado.

Figura 11. A) Concentrado por arrastre de vapor, B) Concentrado de rama, C)

Concentrado de hoja, D) Secado, E) Resina obtenida de rama y F) Resina

obtenida de hoja.

Para su caracterizacion, los extractos obtenidos fueron identificados de la siguiente
manera: EA-H, EHA-H y EE-H para hojas (H) y EA-R, EHA-R y EE-R para ramas (R).

Etapa Il. Caracterizacion de extractos de E. texana en funcion de contenido de fenoles

totales y actividad antioxidante

3.4 Contenido fendlico total (CFT)

El CFT se determin6 mediante el método de FC adaptado a microplaca de Miiller et
al. (2010). Se pesaron 20 mg de cada extracto de E. texana y se disolvieron bajo agitacion
hasta completa homogenizacion en 5 mL del respectivo solvente. Después, se tomaron 20 pL
de cada solucion obtenida y se mezclaron con 100 pL de una solucion diluida del reactivo de
FC (1:10, v/v en agua destilada) en una microplaca de 96 pocillos, la cual se agito suavemente
y se dejo reaccionar por 5 min. En cada muestra se afiadieron 75 pL de Na>COz (7.5 %, p/v
en agua destilada), y se agité suavemente por 30 min bajo condiciones de oscuridad.
Posteriormente, se leyo la absorbancia a 750 nm en un lector de microplacas (BIOBASE-EL
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10A, Jinan, SHG, China) y se registraron las absorbancias. Los datos se expresaron como
miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de extracto (mg EAG/g extracto),
comparando los resultados con una curva de calibracion de &cido galico (Figura 12). Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Figura 12. A) Peso de muestra, B) Dilucion de muestra con solventes, C)
Agitacién hasta homogenizacion, D) Reaccion en microplaca y E) Lectura por

microplaca y registro de absorbancias.

3.5 Actividad antioxidante

3.5.1 Actividad antioxidante por el método de DPPH

La capacidad de captura de radicales libres de los extractos se determind mediante el
ensayo DPPH adaptado de Charles-Rodriguez et al. (2020). Se pesaron 20 mg de todas las
muestras y fueron disueltos en su respectivo solvente de extraccion, y se realizaron diluciones
en el rango de 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg/L. Se tomaron 25 uL de cada muestra diluida
y se mezclaron con 200 pL de solucién de DPPH (150 uM, disueltos en etanol absoluto) en
una microplaca de 96 pocillos. La reaccion se incubo en condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 min. La absorbancia se midi6é a 520 nm en un lector de
microplacas completamente automatico (BIOBASE-EL 10A, Jinan, SHG, China), utilizando

etanol absoluto como control. Los resultados se expresaron como porcentaje de actividad
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depuradora de radicales DPPH (% RSA, por sus siglas en inglés), determinada mediante la

siguiente ecuacion:

(A control—-A muestra)

RSA(%) = x 100 Ec.1

A control

donde A control = absorbancia del control y A muestra = absorbancia de la muestra. La
actividad antioxidante se expresd como Clso (concentracion del extracto que causa el 50% de

RSA). Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

3.5.2 Actividad antioxidante por el método de ABTS

La actividad antioxidante por el método de ABTS se realiz6 mediante la metodologia
adaptada de Guia-Garcia et al. (2021). La solucion de ABTS se prepar0 a una concentracion
de 7 mM en agua destilada y se mezclé con una solucion de persulfato de potasio (2.45 mM));
la mezcla se mantuvo a 4°C durante 14-16 h en condiciones de oscuridad. La solucion se
ajustd con etanol absoluto al 20% (v/v) a una absorbancia de 0.700 + 0,010 a 750 nm.
Posteriormente, se agregaron 10 pL de cada muestra diluidas a una microplaca de 96 pocillos
y se mezclaron con 200 pL de la solucion ABTS, las mezclas se mantuvieron durante 10 min
en condiciones de oscuridad y luego se midié la absorbancia a 750 nm. EIl control utilizado
fue el solvente de cada extracto. Los resultados se calcularon usando la ecuacion descrita para

el ensayo DPPH (Ec. 1). Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

3.5.3 Actividad antioxidante por el método de FRAP

La capacidad reductora férrica se evaluo segun la metodologia adaptada a microplaca
descrita por Garcia-Oliveira et al. (2021). El reactivo FRAP de trabajo se preparo haciendo
reaccionar buffer de acetato 300 mM (pH 3,6) con TPTZ 40 mM (disuelto en HCI 40 mM) y
cloruro férrico acuoso 20 mM (10:1). En una microplaca de 96 pocillos se adicionaron 10 pL
de cada muestra mas 290 pL de reactivo FRAP. La reaccion se dejo incubar a 37 °C por 30
min bajo condiciones de oscuridad. Se realizaron las lecturas de absorbancia a 630 nm en un
lector de microplaca (Thermo Scientific, China) (Figura 13). Las determinaciones se llevaron

a cabo por triplicado.
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D)

Figura 13. A) Preparacion de los extractos, B) Agitacién de la dilucién, C)
Reaccion en microplaca, D) Reaccidn bajo oscuridad, D) Lectura por

microplaca y registro de absorbancias.

Etapa I11. Evaluacion de la bioactividad in vitro de los extractos de E. texana
3.6. Actividad antimicrobiana

3.6.1 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los microorganismos utilizados en esta investigacién fueron Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) y Escherichia coli (ATCC 25922) adquiridos en la American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA), pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad de Sonora. La metodologia de este ensayo fue adaptada de Lopez-Romero et
al. (2018). Las cepas bacterianas fueron sembradas en agar MH por 16-18 h antes de su uso.
Posteriormente, se tomo biomasa bacteriana y se introdujo en solucion salina esteril (0.85%,
p/v) con la finalidad de obtener el in6culo de trabajo. Este fue ajustado a una lectura de 0.09
a 0.10 a una absorbancia de 620 nm, lo cual representa una concentracion de 0.5 en escala
McFarland (1.5 x 108 células bacterianas/mL). Se realizaron diluciones seriadas de los
extractos en caldo MHB para obtener las concentraciones del ensayo que fueron de 10 a 1
mg/mL. En la prueba se utilizaron tres controles, que se describen a continuacion: 1) DMSO
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(inferior al 2% por pozo en funcion del volumen), 2) gentamicina (12 ug/mL) y 3) caldo MH
estéril. Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se tomaron 200 pL de cada una
de las concentraciones de cada tratamiento y se colocaron en microplacas de 96 pocillos.
Posteriormente, se realizd la inoculacion de cada una de las cepas de manera independiente
en cada uno de los pozos (15 pL) y se determinaron las lecturas de absorbancia del tiempo 0
en el lector de microplacas a longitud de onda 620 nm (Thermo Scientific, China).
Posteriormente, las microplacas inoculadas fueron incubadas por 24 h a temperatura 37°C y
se tomaron lecturas nuevamente a longitud de onda 620 nm (Figura 14). La CMIg se

determin utilizando la Ec. 2. La prueba se realiz6 por triplicado.

__ (0ODgzonmuntreated bacteria — ODgonmtreatment)

MICyy = x 100 >90% Ec.2

(ODgonmuntreated bacteria)

Figura 14. A) Montaje de prueba antimicrobiana por medio de determinacion
de concentracion minima inhibitoria.

3.6.2 Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Para la determinacion de la CMB se tomaron muestras de pocillos que no presentaron
turbidez en la prueba determinacion de CMI. Se tomaron 10 uL de cada pozo y se sembraron
en cajas de Petri que contenian agar cuenta en placa, las cuales fueron incubadas a 37°C por
24 h. Posteriormente, se realizo la lectura de las placas de Petri inoculadas. La concentracion
mas baja que presento ausencia de crecimiento fue considerada como la CMB.
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A)
Figura 15. Siembra en cajas Petri para la determinacion minima bactericida

3.7 Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa se determind mediante el ensayo MTT adaptada de
Lopez-Romero et al. (2018). Las lineas celulares utilizadas fueron MCF-7 (cancer de mama),
MDA-MB-231 (cancer de mama) Yy la linea celular sana ARPE-19 (epitelio pigmentario de
la retina), las cuales fueron obtenidas de la American Type Culture Collection. Estas fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. En cada pozo de
una microplaca de 96 pozos se agregaron 50 pL del cultivo celular (1 x 10* células), el cual
fue incubado por 24 h a 37°C en atmdsfera de 5% de CO». Posteriormente, a cada pozo se
agregaron 50 pL los extractos evaluados (disueltos en medio DMEM a concentraciones de
200, 100, 50, 25y 12.5 pg/mL) y fueron incubados por 48 h. Es importante mencionar que,
en las diluciones, la concentracion de DMSO utilizada no excedio el 0.5%. Posteriormente,
se afiadid MTT (5 mg/mL) y se incub6 durante 4 h. Los cristales de formazan obtenidos
fueron resuspendidos en isopropanol y se realizaron lecturas a 570 y 630 nm en el lector de
microplacas. Los resultados obtenidos se presentaron como valores Clso. Se utilizd éster
fenetilico del acido cafeico como control positivo de la actividad antiproliferativa. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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3.8 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de la caracterizacion bromatologica de rama y hoja de E.
texana, el perfil fitoquimico y actividad antioxidante fueron analizados mediante el analisis
de varianza (ANOVA) utilizando el software FAUANL (Olivares, 1994). Se realizo la
comparacion de medias mediante el método de Tukey y diferencias entre tratamientos de

p<0.05 se consideraron significantes.

El analisis de regresion lineal en el software Microsoft Excel se aplico para determinar
la concentracion requerida del extracto de E. texana para reducir el 50% para la actividad
citotoxica y antiproliferativa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa I. Obtencion de extractos de hojay rama de E. texana mediante la técnica de

agitacion convencional utilizando solventes de diferente polaridad

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de materia prima

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de hoja
y rama de E. texana. La humedad obtenida de hoja y rama fue relativamente baja (0.290.31%)
y no presentaron diferencias significativas entre muestras. Estos valores pueden relacionarse
al proceso de obtencion, pues previamente se realizdé un secado similar a lo reportado por
Dionicio Concepcidn (2020), en el cual la humedad de la hoja de R. microphylla present6 un
valor de 2.2 £ 0.9.

Cuadro 4. Analisis fisicoquimico de hoja y rama de E. texana

Parametros evaluados Hoja (% peso seco) Rama (% peso seco)
Humedad (%) 0.29 +0.03? 0.31 +0.022
Proteina (%) 12.73 +0.812 6.46 + 0.36°
Grasa (%) 20.20 +£1.782 1.60 +0.20°
Ceniza (%) 5.31+0.212 5.92 +0.39?
Carbohidratos totales (%) 61.47+ 2.83° 85.71+ 0.972

Valor promedio + desviacién estandar (n = 3); los valores de la misma columna seguidos por letras diferentes son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

El contenido de proteina de la hoja de E. texana fue de 12.73 + 0.8% acercandose a
lo reportado por Forbes (1992) para E. polystachya, con un valor de 17.20%; mientras que,
la proteina obtenida de la rama de E. texana fue 6.46 + 0.36% teniendo una diferencia de casi
el doble. Esta caracteristica es esperada, ya que en los tejidos de las hojas de las plantas hay
mayor presencia de proteinas involucradas en los mecanismos de defensa, las cuales les
pueden conferir resistencia, proteccion y capacidad antifungica al tejido (Blanco-Labra,
2002; Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Es interesante el alto contenido de grasas detectado en las hojas, con un valor de 20.20
+ 1.78%, debido a que las hojas se caracterizan por la presencia de grasas insaturadas, éstas
forman parte importante de la membrana de la célula, en el almacenamiento de energia e

influyendo en su permeabilidad. El contenido de grasas obtenidas en las hojas de E. texana
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podria representar una fuente vegetal novedosa para la elaboracion de aceites, plastificantes
o lubricantes (Sustaita-Rodriguez, 2019; Hulbert, 2021; Herrera Coronado et al., 2006). Por
otra parte, las ramas presentaron un valor significativamente menor de grasas (1.60 + 0.20%)
que hojas, comparable al de otras plantas que comparten habitat con E. texana, como los
estudios proximales de las hojas de Agave lechuguilla de 0.36% Yy del cladodio de Opuntia

ficus indica con valores de 0.11% (Guzman Loayza et al., 2007; Jiménez Mufi6z et al., 2016).

En cuanto al contenido de ceniza, tanto hojas y ramas de E. texana presentaron valores
similares (5.31-5.92%), semejante a lo reportado para E. polystachya con un valor de 7.17%
en ceniza de la hoja (Forbes, 1992). El contenido de cenizas en las plantas de las zonas aridas
y semiaridas esta posiblemente asociado con la capacidad de retencion de minerales. Ademas,
se considera que la acumulacion de estas sales minerales forma parte del método de defensa
de la planta (Andrade-Bustamante et al., 2017; Barroso et al., 2005).

En el caso de los carbohidratos totales, las hojas presentaron un valor de 61.47 +
2.83% vy las ramas de 85.71 + 0.97%, demostrando ser estadisticamente diferentes. Estudios
de plantas de zonas aridas y semiaridas han mostrado alto contenido de carbohidratos como
la hoja de R. microphylla con un valor de 78.1% reportado por Dionicio Concepcion (2020).
De acuerdo con Centina-Alcala et el. (2001), el alto contenido de carbohidratos es importante
para la realizacion de la fotosintesis mayormente realizado en las hojas y la reserva de energia
en el tallo de planta, siendo de gran utilidad esta reserva energética en temporada de sequia
para la sobrevivencia de las plantas.

La interesante composicion detectada en las hojas y ramas de E. texana es un
indicativo del potencial de la planta para el aprovechamiento en la elaboracion de diferentes
productos de base natural. Cabe sefialar que este es el primer estudio que presenta la
caracterizacion de hojas y ramas de E. texana, el cual puede tomarse como antecedente para

su futura investigacion y aplicacion.

4.2 Produccion de extractos de Eysenhardtia texana
Los rendimientos de los extractos obtenidos a partir de hoja y rama de E. texana se
presentan en el Cuadro 5. Para la concentracion de los extractos se realizaron dos

metodologias, considerando las propiedades de los solventes: los extractos obtenidos por
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liofilizacion fueron acuosos e hidroalcohdlicos y por evaporador rotatorio los extractos

etandlicos.

Cuadro 5. Rendimiento (%) de extractos de hoja y rama de E. texana.

Extracto Rendimiento
Hoja EA-H 56.25 + 4,232
EHA-H 34.35 + 2.64A°
EE-H 24.27 + 2.114¢
Rama EA-R 28.27 + 1.6384
EHA-R 16.20 + 1.33BP
EE-R 14.31 + 3.62B

Valor promedio + desviacion estandar (n = 3); los valores seguidos por letras mintsculas (a-c) entre grupo son
estadisticamente diferentes (p<0.05); los valores seguidos por letras mayusculas (A-B) comparan el mismo
solvente con diferente drgano de la planta. H: Hoja; R: Rama; EA: extracto acuoso; EHA: extracto
hidroalcohdlico; EE: extracto etandlico.

Los analisis de varianza mostraron diferencia significativa en los rendimientos de los
extractos en relacion con los solventes exceptuando los extractos hidroalcohédlicos y
etandlicos de la rama de E. texana. Los porcentajes de rendimiento tanto en hoja y en rama

se comportaron en orden de mayor a menor de la manera siguiente: EA>EHA>EE.

Los resultados obtenidos se comportaron de manera similar a lo reportado por Soto
Garcia & Rosales-Castro et al. (2016) en el estudio realizado para la corteza de Quercus
sideroxyla mostrado mayor rendimiento en extractos hidroalcoholicos 50:50 con un valor de
24.95% notandose una disminucion de rendimiento en los extractos que contenian mayor

concentracion de etanol (agua 20:80 etanol) con un valor de 19.15%.

De acuerdo con Dirar et al. (2019), los solventes de extraccion y los CBs presentes en
la mezcla influyen en el porcentaje de rendimientos de plantas de uso medicinal; ademas, los
rendimientos altos mostrados por los extractos acuosos se podrian asociar a la solubilidad de
carbohidratos polares y glucésidos de los metabolitos secundarios presentes, los que es
diferente en extractos hidroalcohdlicos y etandlicos, los cuales han presentado mayor
solubilidad de compuestos fendlicos y otros compuestos solubles en alcoholes.
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Etapa Il. Caracterizacion de extractos de E. texana en funcion de contenido de fenoles

totales y actividad antioxidante

4.3 contenido de fenoles totales y actividad antioxidante

En el Cuadro 6 se muestran las propiedades antioxidantes de extractos de hoja y rama
de E. texana obtenidos con diferentes solventes, en los cuales se determin6 el CFT y actividad
antioxidante por los ensayos DPPH, ABTS y FRAP.

Cuadro 6. Contenido de fenoles totales (CFT) y actividad antioxidante de extractos de hoja

y rama de E. texana.

CFT ABTS DPPH FRAP
Solvente
mg EAG/g extracto Clso, mg/mL Clso, mg/mL
uM Fe(11)/g extracto
Hoja
EA-H 43.94 +0.43° 74.88 + 0.23¢ 13.19 +1.32° 104.80 +9.20°
EHA-H 60.67 +1.39° 35.40 +2.61° 45.01 +£2.82° 271.80 + 17.612
EE-H 108.95 + 23.312 25.02 +1.072 3.87 +0.95? 288.06 +15.932
Rama
EA-R 85.89 + 0.08? 32.84 +1.61° 14.35 +0.68° 149.59 +7.02°
EHA-R 76.95 +3.47% 51.68 +0.61° 52.32 +0.91¢ 277.80 +11.582
EE-R 69.00 +7.25° 21.84 +1.872 10.57 £0.122 280.03 +1.522

Valor promedio + desviacion estandar; los valores de la misma fila seguidos por letras diferentes son
estadisticamente diferentes (p<0.05). EA: extracto acuoso; HAE: extracto hidroalcohélico; EE: extracto

etanolico.

En los extractos de hojas se detectd el mayor CFT en el tratamiento EE-H, con valores
de 108.95 + 23.31 mg EAG/g extracto; seguido por los tratamientos EHA-H y EE-H con
valores de 60.67 +1.39 y 43.94 +0.43 mg EAG/g extracto, respectivamente, los cuales, no
presentaron diferencias significativas entre ellos. En el caso de los extractos de rama, los

tratamientos EA-R y EE-R fueron diferentes estadisticamente en el CFT, siendo mayores los
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valores en el EA-R con un valor de 85.89 + 0.08 mg EAG/g extracto; mientras que, el extracto

EHA-R no present6 diferencias significativas con los tratamientos EA-R y EE-R.

Aunque no existe algun reporte del CFT de E. texana, su contenido es comparable
con especies que comparten su habitat. Tal es el caso de los extractos etandlicos de las hojas
de F. cernua reportado por Jasso de Rodriguez et al. (2019), con un valor de 301.00 mg
EAG/g extracto. Otro ejemplo es lo observado por Guia-Garcia et al. (2021) en el estudio de
frutos de R. microphylla donde el extracto acuoso exhibié un valor de 75.34 mg EAG/g
extracto y el extracto hidroalcoholico un valor de 62.00 mg EAG/g extracto. En el estudio
realizado por Wong-Paz et al. (2015) se reporté que la cantidad de CFT se puede deber a
diferentes factores, por ejemplo, al tejido vegetal empleado, condiciones ambientales y

desarrollo fenoldgico, entre otros.

En la determinacion de la capacidad antioxidante, los extractos EE-H y EE-R presentaron
mayor actividad captadora de radicales en ABTS y DPPH. En el tratamiento EEH por ABTS
se detectaron valores de Clso de 25.02 +1.07 mg/mL y por el método de DPPH valores de
3.87 £0.95 mg/mL. En el caso de la actividad antioxidante de EE-R se detectaron valores de
Clso de 21.84 +1.87 mg/mL y de 10.57 +0.12 mg/mL con los métodos de ABTS y DDPH,
respectivamente. Por otro lado, el mayor poder reductor férrico lo presentaron los extractos
de hojaEHA-H y EE-H y de rama EHA-R y EE-R, teniendo mayor poder reductor que ambos
extractos acuosos (Cuadro 6).

El presente estudio reporta por primera vez la actividad antioxidante de E. texana; sin
embargo, los valores obtenidos son comparables con estudios que se han realizado con
plantas nativas del desierto Chihuahuense. Extractos etanolicos de hojas de F. cernua han
mostrado actividad antioxidante bajo las técnicas ABTS y DPPH de 32.50 y 43.30%,
respectivamente, los cuales se expresaron como porcentaje de actividad eliminadora; ademas,
exhibieron un poder reductor férrico de 1.2 mM Fe(ll)/L (Jasso de Rodriguez et al., 2019).
Por su parte, J. microcarpa ha mostrado, mediante la técnica de DPPH, actividad antioxidante
de 89.6% expresado como porcentaje de actividad eliminadora y mediante FRAP, valores de
69.40 pg Fe(I1)/100 mg extracto de acuerdo con el reporte de Jasso de Rodriguez et al. (2019).
Otro ejemplo, es el estudio realizado por Guia-Garcia et al. (2021) con los extractos de frutos

de M. geometrizans, los cuales mostraron una actividad antioxidante interesante, donde
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extractos acuosos presentaron valores de actividad antioxidante, expresados en Clsg por los

métodos de ABTS y DPPH, de 5.65 y 8.75 mg/mL, respectivamente, y poder reductor férrico
por el método de FRAP de 136.94 uM Fe(ll)/g extracto, similares a los obtenidos en la

presente investigacion para extractos de hojas y ramas de E. texana.

La actividad antioxidante mostrada por los extractos de E. texana, puede ser un
indicativo de propiedades bioldgicas de importancia médica; por ejemplo; efecto citotoxico,

antinflamatorio, antiflngico, entre otros.

Etapa I11. Evaluacion de la bioactividad in vitro de los extractos de E. texana

4.4 Actividad antimicrobiana
En el Cuadro 7 se presentan la concentracion minima inhibitoria (CMI) y

concentracion minima bactericida (CMB) de extractos de hojas y ramas contra las bacterias
S. aureus y E. coli.

Cuadro 7. Actividad antimicrobiana (mg/mL) de los extractos de E. texana evaluados contra

S. aureus y E. coli.

Actividad antimicrobiana (mg/mL)

S. aureus E. coli
CMI CMB CMI CMB
Hoja
EA-H >10 >10 >10 >10
EHA-H 5 10 >10 >10
EE-H 2 4 >10 >10
Rama EA-R
>10 >10 >10 >10
EHA-R 5 5 >10 >10
EE-R 4 8 >10 >10

EA: extracto acuoso; EHA: extracto hidroalcoholico; EE: extracto etanélico. (CMI) concentracion minima

inhibitoria; (CMB) concentracion minima bactericida.
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El EE-H mostré mayor efecto inhibitorio sobre la cepa S. aureus (CMI de 2 mg/mL y
una MBC 4 mg/mL) seguido por el EHA-H (CMI de 5y una MBC 10 mg/mL). Por otro lado,
el EA-H no presentd actividad antimicrobiana a la concentracion mas alta evaluada (10
mg/mL),

En el caso de los extractos de rama, al igual que en la hoja, el extracto EE-R presentd
mayor inhibicion en el crecimiento de S. aureus (CMI de 4 mg/mL y una MBC de 8 mg/mL),
seguido del EHA-R con valores de CMI de 5 mg/mL y una MBC de 10 mg/mL. De manera
similar que los extractos de hoja, el extracto acuoso de rama EA-R no mostrd actividad

inhibitoria en ninguna de las cepas bajo estudio.

Se puede observar que los extractos etandlicos de E. texana son activos a una
concentracion menor a 10 mg/mL; ademas, ninguno de los extractos acuosos presentd
actividad a esta concentracion. Por otro lado, ninguno de los extractos tuvo actividad sobre
la bacteria E. coli a la concentracion alta evaluada (10 mg/mL). Fernandez Riveron et al.
(2003) reporto6 que las caracteristicas estructurales de las bacterias y su variabilidad genética
pueden inactivar los agentes antimicrobianos. E.coli muestra un complejo de membranas y
un espacio periplasmico que le confiere rigidez que le da mayor resistencia, y posiblemente,
los extractos de E. texana no consiguieron atacar estas estructuras (Souza-Valeria et al 2001).

El tratamiento EE-R present6 mayor inhibicion en el crecimiento de S. aureus (CMI
de 4 mg/mL y una MBC de 8 mg/mL), seguido por el tratamiento EHA-R con valores de
CMI de 5 mg/mL y una MBC de 10 mg/mL. El efecto inhibidor puede relacionarse con la
presencia de compuestos bioldgicos como el contenido de fenoles mostrado, ademas
pudiendo tener otros compuestos bioldgicos mostrados en diferentes plantas de zonas aridas
y semiaridas. Guia-Garciaetal. (2021) report6 la presencia de acido galico, elagico y feralico
en extractos acuosos e hidroalcoholicos de R. microphylla, los cuales tienen actividad
antioxidante, propiedades antimicrobianas, antinflamatorias y anticancerigenas. entre otros.
Estos resultados obtenidos de los extractos demuestran una MBC mejor que los obtenido por
Lopez-Romero (2018), donde extractos de A. angustifolia presentaron una MBC de 60
mg/mL contra S. epidermidis, ademas de que no mostraron actividad bactericida sobre S.

aureus.
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Esta investigacion presenta por primera vez el estudio de la actividad antimicrobiana

de extractos acuosos, hidroalcoholicos y etandlicos de E. texana, el cual puede ser tomado

como un antecedente para la realizacion de futuras investigaciones.

4.5 Actividad antiproliferativa y citotoxica

En el Cuadro 8, se muestra la actividad antiproliferativa de extractos de hojas y ramas

de E. texana sobre dos lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF7) y la

linea celular sana epitelial de la retina (ARPE-19).

Cuadro 8. Actividad antiproliferativa y citotdxica.

Inhibicion (%) a la concentracion 200 pg/mL

Tratamiento

Hoja
EA-H
EHA-H
EE-H

Rama EA-
R

EHA-R

EE-R

MDA-MB-231

21.63+1.79
27.90 £ 4.76

21.63+1.79

18.97 +2.04
26.64 + 6.52

23.95 +2.88

MCF7

2091+ 3.2
33.34+6.13

2091+ 3.2

25.1 +5.06
35.61 + 3.00

33.34 +2.05

ARPE-19

2748 +2.76
33.82+3.38

27.48 +2.76

21.31+2.87
26.64 + 6.52

18.73+2.31

EA: extracto acuoso; EHA: extracto hidroalcohélico; EE: extracto etanélico. Las lineas celulares de cancer de

mama MDA-MB-231, MCF7 y la linea celular sana epitelial de la retina ARPE-19.

En los resultados obtenidos se logra observar una inhibicion menor del 40% en todos

los tratamientos, por lo que ningun extracto logra disminuir considerablemente la

proliferacion en las lineas celulares cancerigenas MDA-MB-231 y MCF7, por lo que no fue

posible determinar el valor de Clso. En general, los resultados indican que los extractos de E.

texana no presentan actividad antiproliferativa relevante contra las lineas celulares bajo

estudio.
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Por lo lado, la citotoxicidad de los extractos no es elevada contra la linea celular sana
(ARPE-19). Se ha visto esta caracteristica en el estudio de los extractos hidroalcohdlicos y
acuosos de frutos de R. microphylla y M. geometrizans, los cuales presentaron valores de Clsg
de 800 pg/mL también sobre la linea celular ARPE-19 (Guia-Garcia et al., 2021).

Dada la baja toxicidad presentada sobre las células sanas y las interesantes actividades
antioxidantes y antimicrobianas observadas, se puede considerar factible el uso potencial de
los extractos de E. texana para el desarrollo de productos bioactivos, tales como farmacos
naturales, alimentos funcionales, entre otros. Ademas, el alto contenido de carbohidratos,
grasas y proteinas presentes en la planta puede representar una fuente de innovadora de

nutrientes naturales.

Esta investigacion presenta, por primera vez, las propiedades bioldgicas de E. texana,
ofreciendo nuevos conocimientos sobre sus beneficios. Con ello, se pueden plantear
alternativas efectivas y econdmicamente viables para abordar problemas de interés social en

las areas de desarrollo de esta planta.
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5. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se logro la obtencion y caracterizacion fisicoquimica de
las hojas y ramas de E. texana, las cuales presentaron un alto contenido de
carbohidratos, grasas y proteinas, por lo que puede representar una fuente innovadora

de nutrientes naturales.

Se obtuvieron extractos de hojas y ramas acuosos, hidroalcohdlicos y etanolicos de
E. texana mediante la técnica de agitacion convencional, presentando mayor
rendimiento los extractos que utilizaron agua como solvente, relacionandose con su
capacidad de solubilidad de carbohidratos, glucosidos, entre otros metabolitos
secundarios.

Se realizo la caracterizacion de los extractos de E. texana en funcion del contenido

de fenoles totales y actividad antioxidante, destacando los extractos etandlicos.

Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos de E. texana, mostrando
actividad promisoria contra S. aureus.

Los extractos de E. texana presentaron moderado efecto antiproliferativo y baja
citotoxicidad, lo cual hace factible el uso de esta planta para fines bioldgicos, tales

como el desarrollo de alimentos funcionales, farmacos de base natural, entre otros.
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