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RESUMEN

La resistencia bacteriana compromete la accién de los antibioticos utilizados en
infecciones gastrointestinales, lo que evidencia la importancia de explorar compuestos
con potencial terapéutico. En este contexto, los de origen vegetal destacan por su
diversidad quimica y su bioactividad. En el presente estudio se analizaron los extractos
etandlicos al 80% (v/v) de las especies Argemone mexicana, Chenopodium
graveolens, Plantago major, Salvia gesneriiflora'y Tagetes lucida de Durango, México;
se determinaron sus valores de fenoles y flavonoides totales, se evalué su actividad
antioxidante y antimicrobiana, asi como su caracterizacion quimica. Los extractos se
obtuvieron por ultrasonido y la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales se realizé
mediante espectrofotometria. Entre las especies analizadas, el contenido de fenoles
totales fue predominante en la parte radicular de P. major (137.42 + 11.46 mg EAG/g
ES), mientras que las partes aéreas de T. lucida presentaron el mayor contenido de
flavonoides totales (157.99 £ 8.61 mg EQ/g ES) y, asimismo, la actividad antioxidante
mas alta en los ensayos ABTS<* y DPPH- registrando ECs, de 0.016 y 0.065 mg/mL,
respectivamente. La evaluacién de la actividad antimicrobiana se llevé a cabo por el
método de difusion en pozo frente a cepas multirresistentes ATCC (Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium y Escherichia coli). La parte
radicular de P. major inhibié el crecimiento de tres cepas, la parte foliar de S.
gesneriiflora y las partes aéreas de T. lucida mostraron actividad frente a dos cepas
cada una. El analisis de HPLC-DAD revel6 acidos fendlicos y derivados en la parte
radicular de P. major, acidos fendlicos y flavonas en la parte foliar de S. gesneriiflora,
y flavonoles y flavonas en las partes aéreas de T. lucida. Los resultados sugieren que
tres especies de las cinco evaluadas poseen compuestos con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, respaldando su potencial terapéutico en la medicina

tradicional mexicana.

Palabras clave: Resistencia a los antibidticos, extractos vegetales, actividad

antioxidante, actividad antimicrobiana, polifenoles.



ABSTRACT

Bacterial resistance compromises the action of antibiotics used in
gastrointestinal infections, which demonstrates the importance of exploring compounds
with therapeutic potential. In this context, those of vegetal origin stand out for their
chemical diversity and bioactivity. In the present study 80% (v/v) ethanolic extracts of
Argemone mexicana, Chenopodium graveolens, Plantago major, Salvia gesneriiflora
and Tagetes lucida species from Durango, Mexico; were analyzed for their total
phenols and flavonoids, their antioxidant and antimicrobial activity was evaluated as
well as their chemical characterization. The ethanolic extracts were obtained by
ultrasound and the quantification of total phenols and flavonoids was performed by
spectrophotometry. Among the species analyzed, the content of total phenols was
predominant in the root part of P. major (137.42 + 11.46 mg GAE/g DE), while the aerial
parts of T. lucida presented the highest content of total flavonoids (157.99 + 8.61 mg
EQ/g DE) and, likewise, the highest antioxidant activity in the ABTS<* and DPPH-
assays recording ECs, of 0.016 and 0.065 mg/mL, respectively. The evaluation of
antimicrobial activity was performed by the ell diffusion method against ATCC
multidrug-resistant strains (Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium and Escherichia coli). The root part of P. major inhibited the
growth of three strains, the leaf part of S. gesneriiflora and the aerial parts of T. lucida
showed activity against two strains each. HPLC-DAD analysis revealed phenolic acids
and derivatives in the root part of P. major, phenolic acids and flavones in the leaf part
of S. gesneriiflora, and flavonols and flavones in the aerial parts of T. lucida. The results
suggest that three of the five species evaluated contain compounds with antioxidant
and antimicrobial properties, supporting their therapeutic potential in traditional

Mexican medicine.

Key words: Antibiotic resistance, plant extracts, antioxidant activity,

antimicrobial activity, polyphenols.



Brenda Lizeth Gamero Enriquez CIIDIR-IPN Durango M.C. en Gestion Ambiental

INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales ha desempefiado un papel fundamental en la
salud humana a lo largo de la historia, ya que son fuentes de compuestos bioactivos,
muchos de los cuales presentan actividades farmacolégicas ampliamente
documentadas. Estos compuestos son un conjunto diverso de moléculas que
participan en funciones ecologicas clave como la defensa contra herbivoros,
microorganismos patdgenos y estrés ambiental. Entre los grupos mas representativos
destacan los fenoles, flavonoides, alcaloides, terpenos y taninos, conocidos por sus

propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias, entre otras.

Debido a estas caracteristicas, las plantas usadas en la medicina tradicional son
una fuente de nuevos farmacos y estrategias terapéuticas, lo cual se lleva a cabo a
través de un proceso de validacion técnica y cientifica. Esto exige estudios integrales
de las plantas y sus condiciones ambientales, ademas de aplicacion de procesos de
extraccion, cuantificacion y caracterizacidén con las herramientas y métodos de campo

y laboratorio.

Para cumplir con este propdsito, este documento se organizé de la siguiente

manera:

En el primer capitulo se presentan los Antecedentes, donde se revisa la
informacion esencial disponible en la literatura para comprender los temas abordados
en esta investigacion. Este apartado integra los estudios previos relacionados con las
especies vegetales de interés y expone la base conceptual que orienta el desarrollo

del presente trabajo.

En los capitulos Il y Ill se abordan la justificacion de la investigacion y la
definiciéon de los objetivos del estudio. En ellos se presenta el planteamiento del
problema y, a partir de este, se establecen los métodos que permiten obtener
informacion pertinente sobre el comportamiento biolégico y la composicion quimica de

las especies vegetales seleccionadas.

Vi
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En el Capitulo IV se describe la metodologia implementada para desarrollar el
estudio. Esta seccion detalla los procedimientos experimentales aplicados, asi como
los insumos, reactivos, materiales y el equipamiento requerido para la ejecucion de los
ensayos. Asimismo, se especifican las condiciones de trabajo y los protocolos

adoptados para garantizar la reproducibilidad y la validez de los resultados obtenidos.

El Capitulo V expone los resultados del estudio y su correspondiente discusion.
Aqui se presentan los datos experimentales y se analizan en funcién de la evidencia
reportada en estudios previos, con el fin de interpretar su relevancia y establecer su

relacion con los objetivos planteados.

En los capitulos VI y VII se establecen las conclusiones y las recomendaciones
del estudio. En ellos se sintetizan los hallazgos mas relevantes y plantean posibles
lineas de investigacion futura que permitan complementar o ampliar los resultados

alcanzados.

El dultimo capitulo reune la bibliografia consultada durante el desarrollo del
estudio. En él se integran las fuentes académicas y cientificas que sustentan el marco

tedrico, la metodologia y la discusion de resultados.

vii
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I ANTECEDENTES

1.1 Medicina tradicional mexicana y uso de plantas medicinales

La medicina tradicional abarca un conjunto de conocimientos, habilidades y
practicas basadas en teorias, creencias y experiencias propias de diversas culturas
indigenas, las cuales, independientemente de su validacion cientifica, se utilizan para
preservar la salud, prevenir enfermedades, realizar diagnédsticos y tratar trastornos
fisicos y mentales (Organizacion Mundial de la Salud, 2023). Dentro de esta tradicion,
la herbolaria desempefia un papel fundamental y se define como "un producto

proveniente de una planta empleado con fines curativos” (Carrillo-Esper et al., 2010).

En México, la gran diversidad de plantas medicinales de uso tradicional es
resultado de la fusion entre el conocimiento herbolario prehispanico y el europeo
(Guzman-Maldonado et al., 2017), aunque practicas como la recoleccién, el uso
terapéutico y el comercio de esas especies tienen raices ancestrales mesoamericanas
(Linares y Bye, 2009). Esta integracion de saberes durante el periodo colonial se
potencio gracias al comercio, pues no solo facilitd su circulacién y permanencia en
distintas regiones, sino que también dio lugar a procesos de transculturacion, impulso
la evolucion del intercambio de mercancias y la distribucion geografica de las
actividades productivas (Waisel-Bucay, 2006). El uso de plantas medicinales no solo
constituye una practica terapéutica, sino también una manifestaciéon de los rasgos
culturales, ecoldgicos, histéricos y sociales propios de una sociedad determinada
(Trillo y Arias-Toledo, 2023).

1.2 Diversidad biocultural

Toledo y Barrera-Bassols (2008) mencionan que México es uno de doce paises
con mayor numero de especies (riqueza) de plantas y animales y endemismos
(especies de distribucion restringida) que ademas se correlacionan con el alto nivel de

lenguas endémicas.

Los mismos autores sostienen que “de todas las expresiones que emanan de

una cultura, los conocimientos sobre la naturaleza conforman una dimension
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especialmente notable, porque reflejan la acuciosidad y riqueza de observaciones
sobre el entorno realizadas, mantenidas, trasmitidas y perfeccionadas a través de
largos periodos de tiempo, sin las cuales la supervivencia de los grupos humanos no
hubiera sido posible. Se trata de los saberes, transmitidos por via oral de generacion
en generacion y, en especial aquellos conocimientos imprescindibles y cruciales, por
medio de los cuales la especie humana fue moldeando sus relaciones con la

naturaleza” (Toledo y Barrera-Bassols, 2008, p.20).

Asi pues, la prolongada coevolucion entre las sociedades humanas y los
entornos naturales en los que se desarrollaron es conformado por la interrelacion entre
los distintos procesos de diversificacion, ya sean bioldgicos, genéticos, linguisticos,
cognitivos, agricolas o paisajisticos, que en su interaccion generan un entramado
biocultural reflejado en sus ambientes construidos, ordenamientos territoriales, usos y
costumbres, tradiciones orales, arte, ideas y el manejo de sus plantas nativas con
fines, medicinales, comestibles, ornamentales y religiosos (CONABIO, 2021). De
acuerdo con lo observado en su trabajo Uridstegui-Flores y Villasefor-Franco (2021)
Es comun que las personas acudan de forma constante a la herbolaria, puesto que
suele ser la primera estrategia preventiva al alcance, caracterizada por su bajo costo,
facilidad de obtencion y cierta eficacia observada empiricamente. Ademas, suele
integrarse como apoyo a tratamientos meédicos convencionales e incluso a otras
practicas terapéuticas alternativas. Actualmente el empleo de plantas con fines
terapéuticos trasciende el mero ambito del conocimiento tradicional y popular. Desde
hace varias décadas, la investigacion cientifica ha centrado su atencion en el analisis
fitoquimico de estas especies, con el objetivo de identificar y aislar sus principios
activos potenciales (Maldonado et al., 2020) ya que los recursos vegetales contintan
ofreciendo una vasta diversidad de estructuras quimicas y actividades biolégicas
permitiendo su aplicacion inmediata o emplearse como base para sintetizar nuevas
moléculas. Asimismo, aportan informacion fundamental sobre las vias celulares y
bioquimicas, indispensable para el avance de la investigacion farmacolégica (Gomez-
Serranillos Cuadrado, 2022).
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1.3 Morfologia y anatomia vegetal

En la sistematica de las angiospermas, el clado mas diverso y altamente
distribuido en una gran variedad de habitats y regiones del mundo son las
espermatdéfitas, delimitada por dos linajes principales: Monocotyledoneae (clase
Liliopsida) y Eudicotyledoneae (clase Magnoliopsida) (Simpson, 2019). Las
eudicotiledéneas (eudicotas) son angiospermas caracterizadas por su sistema
reproductivo, el cual incluye dos cotiledones (hojas embridnicas), flores (en multiplos
de 4 0 5) y frutos (contiene la semilla), que facilitan la dispersion y propagacion de la
especie. Sus partes vegetativas son un sistema radical pivotante, un sistema vascular
unico con haces en forma de anillo que facilita el transporte de fotosintatos y hojas con

nervaduras reticuladas (Judd et al., 2016; Simpson, 2019).

1.3.1 Partes Vegetativas de las plantas

1.3.1.1 Raiz

Es el 6rgano subterraneo de la planta (exceptuando algunas) encargado de la
absorcién de agua y nutrientes minerales, asi como de proporcionar estabilidad
mecanica al sistema aéreo. La raiz primaria origina un sistema radical altamente
ramificado mediante la formacion sucesiva de raices laterales (alorrizia), proceso
regulado por hormonas, asi como por sefiales ambientales y factores genéticos.
Cuando existe una raiz principal y varias laterales se denomina raiz pivotante, es

comunmente representada en eudicotiledoneas (Esau, 1982; Flores-Vindas, 1999).

1.3.1.2 Tallos

Los tallos son parte del sistema aéreo de la planta o vastago (tallo y hojas a los
que mas tarde se unen los 6rganos reproductivos). Constan de nudos (donde se
producen las hojas y las yemas axilares) separados por entrenudos (entre dos nudos
adyacentes). El vastago se origina a partir de la actividad de los meristemos apicales
localizados en el extremo distal de los ejes vegetativos. En el embrion, el vastago esta
representado por la plumula, considerada la primera yema. Esta plumula esta

constituida por el epicétilo (porcion del tallo embrionario por encima del cotiledén), los

3
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primordios foliares, los primordios de yemas laterales, y un meristemo apical terminal,
que dara lugar al crecimiento del tallo y la formacion de nuevas hojas y yemas (Flores-
Vindas, 1999). Los tallos cumplen principalmente dos funciones: conduccion y soporte.
La primera es realizada por el tejido vascular, donde el xilema conduce agua y
minerales desde las raices hacia las hojas, mientras que el floema distribuye los
compuestos sintetizados en las hojas hacia 6rganos en crecimiento o de
almacenamiento, como hojas jovenes, tallos, raices, flores, semillas y frutos. Por otro
lado, el parénquima presente en raices, semillas, frutos y ciertos tallos actua como sitio
de acumulacién de reservas. La funcion de soporte recae en células con paredes
secundarias engrosadas, entre ellas fibras y esclereidas, asi como en elementos

lignificados como vasos y traqueidas (Esau, 1982).

1.3.1.3 Hojas

Estos d6rganos determinados son las principales partes fotosintéticas de la
planta y donde se lleva a cabo la transpiracion, por medio de una estructura
diferenciada (de simetria dorsiventral) que poseen propiedades Opticas que
determinan el comportamiento de la luz en su interior y la eficiencia con que ésta es
almacenada y utilizada, influyendo tanto en el metabolismo primario como en el
secundario, al regular la sintesis de compuestos esenciales para el crecimiento y de
metabolitos especializados con funciones de proteccion. Una hoja tipica consta de un
limbo, un peciolo y base foliar. En eudicotiledéneas las hojas presentan una vena
central continua con el haz del peciolo y los haces vasculares que forman una red en
la lamina. Las hojas pueden ser simples si la lamina no se divide en unidades menores,
o0 compuestas si se divide en pinnas o foliolos (Chiras, 1993; Judd et al., 2016;
Simpson, 2010).

1.3.1.3.1 Estructura de la lamina foliar (corte transversal)

Una hoja dorsiventral madura de una eudicotiledénea mesofitica (Figura 1),
consta de epidermis superior e inferior, tejido fundamental (mesdéfilo) que constituye la
zona de la fotosintesis y tejido vascular formado por venas, asi como la estructura del
peciolo que se involucra en el movimiento de éstas (Esau, 1982; Flores-Vindas, 1999;

4
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Simpson, 2010; Valla, 2004). Dada la estructura aplanada de la hoja, se distinguen dos

superficies foliares:

Superior o Epidermis adaxial (haz): zona parenquimatica con multiples
células clorofilicas que debido a su alargamiento en sentido transversal se
denomina parénquima de empalizada, seguido del mesdfilo esponjoso, una
zona de células con menos cloroplastos.

Inferior o Epidermis abaxial (envés): formada por capas con células
epidérmicas que no contienen cloroplastos a excepcion de algunas plantas, su
funcién es proteger el tejido interno y reducir la pérdida de agua. Seguido de
estomas, poros formados por dos células oclusivas (o granas) que si contienen
cloroplastos y que permiten el intercambio gaseoso (entrada de CO,, salida de
O, y vapor de agua).

Meséfilo: ocupa la parte media de la hoja conformada por células
clorenquimaticas que tienen numerosos cloroplastos.

Tejido vascular: esta constituido por un sistema complejo de haces vasculares
distribuido por toda la lamina y muy relacionada con el mesdfilo. El numero y la
distribucion de los haces vasculares en el peciolo y la vena media varia mucho.
En eudicotas se forma un sistema de venacion reticulado, es decir, poseen una
vena media que es el origen de una red de venas mayores y menores.

Venas mayores: estan rodeadas por células de parénquima con pocos
cloroplastos, se encuentran en el centro de la vena media, cuya funcién es
transportar agua y nutrientes hacia y desde el tallo, ademas de dar soporte
estructural a la [amina.

Venas menores: juegan un papel importante por el transporte de agua y
fosfosintatos, ademas de servir como punto inicial en la toma de productos de
la fotosintesis y de su transporte fuera de la hoja.

Vaina vascular: denominada como parénquima de borde, ya que rodea a las
venas menores, participa en la conduccion de agua y solutos.

Estructura del peciolo: la epidermis del peciolo se continua con la del tallo y

su tejido de sostén (colénquima y/o esclerénquima) incluye células motoras en
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los pulvinos y pulvinulos, que permiten la nictinastia, moviendo hojas y foliolos

para optimizar la luz diurna y disminuir la pérdida térmica.

Epidermis adaxial
(capa epidérmica)

Parénquima de empalizada
(tejido interno)

Vaina vascular
(parénquima de borde)

7 xilema P
- } Tejidos
——— floema vasculares

Mesdfilo

Epidermis abaxial
(capa epidérmica)
Células guarda

Estomas
Mesdéfilo esponjoso

\ (teiido interno)
\ Epidermis abaxial

Cuticula
Figura 1. Representaciéon esquematica de la estructura de la lamina foliar en corte transversal.
Modificado de Taiz y Zeiger (2002).

1.3.1.4 Inflorescencia

Es un sistema de ramificaciones que responde a reglas de ordenaciéon donde
hay al menos dos flores. La variabilidad de modelos de inflorescencias en las
angiospermas es muy amplia, lo que influye en el éxito reproductivo de la planta al
vincular la etapa vegetativa del ciclo de vida de ésta con la fase reproductiva floral. En
este proceso, los pétalos contribuyen a la atraccion de polinizadores y, por ende, a la
formacion de frutos gracias a la variedad de colores originados por pigmentos como
carotenoides y flavonoides. Al mismo tiempo, protegen los tejidos florales contra el

dafo oxidativo causado por la radiacién ultravioleta.

Estos sistemas estan formados por un pedunculo que es el tallo principal que
conecta la inflorescencia con la planta, mientras que el raquis funciona como eje
central donde se insertan las flores en las inflorescencias compuestas. Cada flor puede
estar sostenida por un pedicelo, que es un pequeiio tallo individual y un receptaculo
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comun, que es un ensanchamiento del eje donde se insertan varias flores, como ocurre

en los capitulos de las Asteraceae (Weberling, 1992).
1.4 Fisiologia y Bioquimica vegetal

La fisiologia vegetal resulta fundamental porque permite comprender las
reacciones bioquimicas en las plantas, que van desde su expresion molecular hasta la
actividad celular y tisular, vitales para su crecimiento y para su capacidad de enfrentar

las tensiones del entorno (Correa-Salgado et al., 2024; Dey y Harborne, 1997).

Como se habia mencionado anteriormente, las hojas poseen una amplia
superficie capaz de reducir al minimo la distancia de difusion del CO, y maximizar la
absorcién de luz y una eficiencia en la extraccion de agua y nutrientes a través de las
raices. No obstante, esta gran superficie también expone a las plantas a todos los
cambios de su entorno, que, para sobrevivir deben ser capaces de soportar
condiciones ambientales extremas como cambios en la temperatura y clima, asi como
un exceso de energia luminica radiada. Para adaptarse a las condiciones de estrés
bidtico y abidtico, las plantas han desarrollado un metabolismo capaz de ajustarse con
gran flexibilidad, en el que intervienen una serie de reacciones quimicas
estrechamente coordinadas, mediadas por enzimas, dando lugar a la sintesis de una
amplia variedad de moléculas como carbohidratos, acidos grasos, aminoacidos,
nucledtidos, entre otros, que ayudan a su crecimiento, desarrollo y reproduccién, pero
también a su proteccion y adaptacion (Bocso y Butnariu, 2022; Heldt y Piechulla,
2011).

1.4.1 Metabolismo primario

La produccion y transformacién de compuestos como carbohidratos, proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, que son indispensables para la estructura celular, la
obtencién de energia y las funciones vitales en las plantas, se definen como
metabolitos primarios, estando presentes en todas ellas, puesto que, sostiene todas
las funciones vitales basicas de la planta y es la base precursora para otros procesos

mas especializados, como el metabolismo secundario (Taiz et al., 2015). Dentro de los
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procesos metabdlicos primarios se encuentran la fotosintesis y la respiracién celular

que por medio de las siguientes vias metabdlicas:

e Ciclo de Calvin (fijacién de carbono)

e Ciclo de Krebs (oxidacion de compuestos para energia)

e Gilicolisis (degradacion de glucosa)

e Via de las pentosas fosfato (sintesis de azucares y compuestos

reductores)

produciran biomoléculas esenciales como: carbohidratos, aminoacidos y proteinas,
lipidos y acidos nucleicos que ayudaran en la estructura, energia, reguladores

celulares, enzimas, reserva energética, entre otros (Dey y Harborne, 1997).

1.4.1.1 Fotosintesis

Este proceso anabodlico fundamental en la naturaleza permite a la planta
convertir la luz solar en energia para fabricar compuestos organicos (sacarosa,
almidon, glucosa) con el uso de los inorganicos (H20, CO2, minerales). La generacién
de energia se destina a la preservacion de las funciones celulares, el crecimiento y la
creacion de nuevas estructuras vegetales, ademas de la sintesis de diversos

compuestos quimicos (Chiras, 1993).

Distintas estructuras de la planta como los son tallos verdes, peciolos, en
algunos casos frutos y semillas en desarrollo, contribuyen a este proceso fotosintético,
aunque en menor medida que la lamina foliar ya que este 6rgano especializado esta
provisto de una amplia superficie que facilita la absorcién de energia luminica gracias
a los cloroplastos, mientras que los estomas y la cuticula permiten un intercambio
eficiente de CO,, O, y vapor de agua entre los espacios intercelulares y la atmésfera.
Desde la raiz se transporta el agua hasta la hoja y la fijacion del carbono se lleva a
cabo sobre todo en el mesdfilo de empalizada, mientras que a través del floema de la
planta se transportan los productos de la fotosintesis hacia las areas donde se
destinaran a distintas funciones (Vogelman et al., 1996). En las plantas C3, la mayor
parte de los cloroplastos se encuentran en las células mesodfilas de las hojas, mientras

que en las C4 se localizan en el citosol (Lambers et al., 2008). Estas adaptaciones

8
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fotosintéticas determinan la produccion de intermediarios esenciales como acetil-CoA,
fosfoenolpiruvato (PEP) y 4-fosfoeritrosa que sirven como precursores en la sintesis

de metabolitos secundarios. Se distinguen tres procesos principales:

I.  Absorcion de fotones por pigmentos, principalmente clorofilas, asociados
a dos fotosistemas. Los pigmentos estan incrustados en estructuras de
membrana internas (tilacoides) y absorben una mayor parte de la energia
de los fotones fotosintéticamente radiaciéon activa (PAR; 400-700 nm).
Transfieren la energia de excitacion a los centros de reaccion de los
fotosistemas donde se inicia el segundo proceso.

II. Los electrones procedentes del desdoblamiento del agua con la
produccién simultanea de Oz se transportan a lo largo de una cadena de
transporte de electrones incrustada en la membrana del tilacoide. EL
NADPH y ATP producidos aqui se utilizan en el tercer proceso. Estas dos
reacciones que dependen de la energia luminosa se denominan
«reacciones luminosas» de la fotosintesis.

lll.  EI NADPH y el ATP se utilizan en el ciclo fotosintético de reduccion del
carbono (ciclo de Calvin), en el que se asimila el CO2 que conduce a la
sintesis de compuestos C3 (triosa-fosfatos). Estos procesos pueden

llevarse a cabo en ausencia de luz y se denominan “reacciones oscuras™
de la fotosintesis (Chiras, 1993; Lambers et al., 2008; Pimienta-Barrios,

2003).

1.4.1.2 Respiracién vegetal

Las plantas regulan dinamicamente la asignacion y utilizacion de sus recursos
fisiologicos en funcion de las variaciones ambientales y de los requerimientos
ontogénicos asociados a su crecimiento y desarrollo. Para obtener energia
transforman carbohidratos previamente sintetizados en la fotosintesis que se degradan
(oxidan) en CO2y H20, y ésta se convierte principalmente en Adenosin trifosfato (ATP
por sus siglas en inglés). Este proceso celular es muy eficiente a nivel energético
puesto que se obtienen 36 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. Para ello
el proceso se divide en distintas etapas metabdlicas:

9
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e La glucdlisis

e la via de oxidacién de las pentosas fosfato
e la B-oxidacion de acidos grasos

e el ciclo de los acidos tricarboxilicos

e la fosforilacion oxidativa de ADP para la generacion de ATP.

En la Figura 2 se observa que ademas de la energia generada, los
intermediarios generados en la glucdlisis y en el ciclo del acido citrico actuan como
precursores esenciales en diversas rutas metabdlicas, dando origen a compuestos de
carbono que sirven como base para la biosintesis de aminoacidos y otros metabolitos
nitrogenados, la generacion de acidos grasos y glicerol, la formacion de porfirinas
(incluidas clorofilas y citocromos), asi como la produccion de compuestos fendlicos
(flavonoides) implicados en la polimerizacién de lignina, y la sintesis de polisacaridos

precursores de la arquitectura estructural de la pared celular (Hopkins y Hiiner, 2010).
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Nucleic acids l
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NAD
Cytokinins
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Figura 2. La respiracién celular y su rol en la biosintesis de compuestos. Tomado de Hopkins
y Hlner (2009).
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1.4.2 Metabolismo secundario

Como resultado del estrés ambiental, las plantas se valen de mecanismos de
defensa para para adaptarse a su entorno. Los metabolitos primarios son vitales para
su crecimiento y desarrollo por lo que se encuentran en todas ellas, estos productos
también las hacen un recurso nutritivo muy importante, por lo que, en la cadena trofica,
constituyen un alimento para otros organismos. Con el fin de obtener una ventaja
adaptativa para su supervivencia, las plantas redirigen los flujos de carbono desde las
vias metabdlicas primarias hacia las secundarias (Lattanzio, 2013). Los compuestos
resultantes, conocidos como metabolitos secundarios, cumplen funciones esenciales
en la defensa contra herbivoros y patégenos (bacterias, virus y hongos), asi como
frente a amenazas ambientales como la radiacion ultravioleta y los agentes oxidantes.
Ademas, algunos de estos compuestos participan en la atraccién de polinizadores y
dispersores de semillas, lo que favorece la competencia y supervivencia de la especie
(Harborne, 1993; Strack, 1997).

Esta defensa quimica deriva biosintéticamente de algunos compuestos del
metabolismo primario, sin embargo, la linea divisoria entre el uno y el otro es bastante
imprecisa (Figura 3) (Allué-Creus, 2003; Correa-Salgado et al., 2024; Hopkins y Huner,
2010). Su estructura quimica los distingue de los primarios, ya que sus rutas
metabdlicas de sintesis suelen ser particulares y limitadas a organismos con afinidad
taxondmica algunos de los cuales se producen de manera natural en la especie,
mientras que la formaciéon de otros tiene lugar uUnicamente bajo circunstancias
particulares, ya sean provocadas por factores bioticos o abidticos (De la Rosa-Carrillo
y Castillo-Vargas, 2022; Singh, 2016; Wink y Waterman, 1999).

Estos compuestos se sintetizan en las plantas de forma especifica para cada
tejido, 6rgano y desarrollo mediante enzimas biosintéticas especificas (Wink, 2010).
Estos presentan una distribucion variable en la superficie externa vegetal en distintas
estructuras y secreciones, como tricomas glandulares, ceras y resinas foliares, asi
como en los exudados producidos por las yemas. Aun cuando se localizan en las
vacuolas foliares, su distribucion suele concentrarse en las células epidérmicas de la

superficie adaxial (Dey y Harborne, 1997; Lambers et al., 2008).
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Figura 3. Metabolismo primario y secundario en plantas. Tomado de Sinha et al. (2019).

Terpenes

1.4.2.1 Clasificacion de los metabolitos secundarios

Debido a la amplia diversidad de sustancias quimicas en las plantas, los
metabolitos secundarios se han clasificado basandose en la biosintesis de su
formacién u origen biosintético, Divekar et al. (2022) los categorizan en tres diferentes

grupos: los terpenoides, los derivados de nitrégeno y los compuestos fendlicos.

1.4.2.1.1 Terpenoides

Estos compuestos también denominados isoprenoides o terpenos, constituyen
una enorme gama de variedad de estructuras y funciones, aproximadamente 80.000
(Li et al., 2023). Muchos de ellos son los mayores componentes en aceites esenciales

que son caracteristicos de las familias Myrtaceae, Apiaceae, Lamiaceae, Asteraceae
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y Vervenaceae (Judd et al., 2016). Son compuestos organicos volatiles formados a
partir de la unidad fundamental de isopreno compuesta por cinco atomos de carbono

(Cs). Las plantas utilizan dos estrategias diferentes para sintetizar esta unidad:

e Laviadel acido mevaldnico (MVA), que se inicia desde el acetil coenzima
Ay utiliza el acido mevaldnico como precursor, dando lugar al isopentenil
pirofosfato (IPP), que a su vez se isomeriza a pirofosfato de dimetilalilo
(DMAPP). Esta biosintesis se lleva a cabo en el citosol (Cox-Georgian et
al., 2019; Pulido et al., 2012).

e La via del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP o no mevalonato), que
parte de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato, y también produce IPP y
DMAPP como unidades activas, dicha via ocurre en los plastidos
(Lichtenthaler, 1999).

Harada et al. (2009) mencionan que, si bien ambos procesos biosintéticos
tienen lugar en compartimentos celulares distintos, mantienen cierta interconexion y
actuan de manera simultanea, lo que proporciona adaptabilidad al metabolismo. A
partir de los precursores IPP y DMAPP se originan estructuras lineales de isopreno
llamadas terpenoides que, mediante procesos de ciclizacion, reordenamiento y
variaciones en el numero de atomos de carbono, dan lugar a la amplia diversidad
(Bramley, 1997; Harborne, 1998; Sunar et al., 2023), que son base para su

clasificaciéon representada en la Tabla 1:

Tabla 1. Principales clases de isoprenoides encontrados en plantas.

Unidades Atomos Nombre o clase Isoprenoide Subclase
de de precursor
isopreno carbono
2 10 Monoterpenos pirofosfato de Iridoides
geranilo (GPP)*
(C1oH16)
3 15 Sesquiterpenos pirofosfato de Acido abscisico,
farnesilo (FPP)* lactonas
(C15Ho24) sesquiterpenoides
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4 20 Diterpenos pirofosfato de Giberelinas
geranilgeranilo
(C20H32) (GGPP)*
5 25 sesterterpenos Pirofosfato de ninguna
geranilfarnesilo
(CasHao) (GFPP)*
6 30 triterpenos Escualeno Fitoesteroles,
saponinas,
(C3oHas) cardenolidos
8 40 tetraterpenos Fitoeno Ninguna
(CaoHea4)
>8 >40 Poliprenoles, GGPP + (Cs), Ninguna

gomas y resinas

(CsHg) n

* por sus siglas en inglés.

Los terpenos y sus derivados tienen un gran impacto en la vida vegetal y
humana por sus actividades biologicas diversas. Li et al. (2023) mencionan las
capacidades antiinflamatorias, antioxidantes, anticoagulantes, antitumorales,

sedantes, antimicrobianas y analgésicas.

Por su parte el estudio de Zhao et al. (2016) mostro tres tipos de composiciones
de terpenos en especies de Paeonia que presentaron bioactividades, tales como
inhibidores de la produccién de Oxido nitrico, actividad antitumoral, efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, anticoagulantes, actividad sedante y analgésica.
Mahizan et al. (2019) informaron en su investigacion que los terpenoides representan

un gran grupo de fitoquimicos con prometedora actividad antimicrobiana.

1.4.2.1.2 Compuestos del nitrégeno

Existe una amplia variedad de diferentes sustancias organicas presentes en
plantas que contienen nitrégeno, donde los aminoacidos encabezan el grupo ya que
son las bases de los acidos nucleicos: las purinas y las pirimidinas utiles en la sintesis
del ADN y ARN y que son importantes para el funcionamiento de las especies
vegetales. También se producen compuestos nitrogenados, que se almacenan

principalmente en tejidos epidérmicos y subepidérmicos esenciales para la
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supervivencia y la reproduccion, los cuales sirven como defensa contra herbivoros,
microorganismos, etc. Su estructura es diversa y se clasifican segun la composicion
de su nucleo (Harborne, 1998; Wink, 1997). Entre los compuestos nitrogenados mas
relevantes se encuentran las aminas, los alcaloides, los aminoacidos no proteicos, las

betalainas, los glucésidos cianogénicos y los glucosinolatos (Judd et al., 2016).

En el caso de los alcaloides, estos representan un conjunto particularmente
amplio (alrededor de 13,000), su caracteristica principal es un atomo de nitrégeno
unido en un anillo heterociclico que se deriva del metabolismo de los aminoacidos, no
obstante, algunos se sintetizan de otras vias metabdlicas: via del acido shikimico,
mevalonico o vias especificas de lisina y ornitina (Fester, 2010; Wink, 1997; Ziegler y
Facchini, 2008). A partir de su estructura quimica y su origen biosintético, los alcaloides

se dividen en tres clases como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Clasificacion de los alcaloides.

Tipo de alcaloide Caracteristicas Origen biosintético Ejemplos
estructurales representativos
Alcaloides Contienen un Derivan de aminoacidos Morfina,
verdaderos nitrdgeno en un (triptéfano, tirosina, C
nicotina,
(heterociclicos) anillo heterociclico. fenilalanina, lisina, ornitina,
atropina,

histidina), formacién de
heterociclos nitrogenados por quinina.

ciclizacion y modificaciones.

Protoalcaloides (no  Contienen nitr6geno Derivan de aminoacidos o Mescalina,
heterociclicos) fuera del anillo. aminas. efedrina,
colchicina,

catinona.

Pseudoalcaloides Contienen un Derivan de precursores Cafeina,
nitrégeno terpénicos, policétidos o solanidina,

heterociclico, no esteroidicos. aconitina,
deriva de capsaicina.

aminoacidos.

Nota. Elaboracion propia. Tomado de Casciaro et al. (2020); Dey et al. (2020); Divekar et al. (2022); Rajput et al.
(2022).
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Farmacologicamente los alcaloides verdaderos son de especial interés, como
es el caso de los pirrolizidinicos que han sido estudiados por su toxicidad en humanos
(Dey et al., 2020; Rajput et al., 2022), mientras que otros han sido objeto relevante
debido a su potencial actividad biolégica: estimulante, analgésica, antihelmintica,
antimicrobiana, anticoagulante, antioxidantes, entre otras (Adamski et al., 2020).
Dentro de estos compuestos destacan los isoquinolinicos (la berberina y la
sanguinarina presentes en Papaveraceae) que muestran propiedades antimicrobianas
y antiinflamatorias (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020; Letchuman et al., 2025), asi como

los inddlicos y los tropanicos (Dey et al., 2020).

1.4.2.1.3 Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos organicos que presentan en su estructura quimica
un grupo fenol, que es un anillo aromatico (Cs) con uno o mas grupos hidroxilo, en
forma libre o sustituida (Strack, 1997; Zagoskina et al., 2023). Derivados de las vias
de las pentosas fosfato, el shikimato y los fenilpropanoides, se consideran entre los
metabolitos secundarios mas frecuentes, sintetizados en todas las células vegetales
y, por ende, presentes en todo el reino vegetal, sobre todo en plantas vasculares
(Lattanzio, 2013). Cumplen una gama amplia de funciones fisioldgicas en las plantas,
desde proporcionar estructura (como la lignina), sintesis de antioxidantes fendlicos en
los tejidos vegetales, ademas de actuar como atrayentes para polinizadores y
repelentes para plagas y patégenos invasores (Pratyusha, 2022; Strack, 1997). De
acuerdo con Harborne (1998) los compuestos fendlicos se clasifican en el grupo de los

fenoles simples y el de los polifenoles, como se muestran en las Tablas 3 y 4:

Tabla 3. Fenoles simples.

Subgrupo Caracteristicas Origen biosintético Ejemplos
Fenoles Un anillo aromatico con Via del shikimato. Catecol, resorcinol,
basicos grupos —OH. hidroquinona.
Acidos Derivados del acido Via del shikimato Acido galico, acido

fendlicos benzoico (C6-C1) y (fenilalanina/tirosina). vanilico, acido ferulico,

cinamico (C6-C3). acido cafeico.
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Cumarinas Lactonas aromaticas Via del shikimato/
(C6-C3). fenilpropanoide.
Quinonas Naftoquinonas y Via acetato—malonato
antraquinonas. (policétido).
Xantonas Nucleo biciclico Via del shikimato/

acetato—malonato.

C6-C1-C6.

Umbeliferona,

escopoletina, esculentina.

Transresveratrol,
pinosilvina, Fisciona,

emodina.

Mangiferina.

Nota. Elaboracion propia. Tomado de Al Mamari (2021); Diaz-Mufoz et al. (2018); Harborne (1998); Strack

(1997).

Tabla 4. Polifenoles.

Subgrupo Caracteristicas

precursores

Origen biosintético/

Ejemplos

Flavonoides Dos anillos aromaticos Via del shikimato/

y un heterociclo acetato—malonato.

(Ce—C3—Ce).

Taninos Polimeros fendlicos; Via del shikimato/

hidrolizables ; .
fenilpropanoide.

(acido galico) o

condensados
(flavan-3-oles).

Dimeros de unidades
(C6-C3)2

Lignanos y

neolignanos
Fenilpropanoides.

Lignina Polimero complejo de Via del shikimato

alcoholes fendlicos

(Ce-C3) n
Estilbenos Esqueleto Via fenilpropanoide/
(Ce~C2—Cs) acetato—malonato.

Via fenilpropanoide.

(alcoholes coniferilico,

sinapilico, 4-cumarilico).

Quercetina, kaempferol,
catequina, antocianinas,
isoflavonas.

Acido tanico,

proantocianidinas.

Pinoresinol, futoquinol

matairesinol.

Lignina en paredes

celulares.

Resveratrol, pinosilvina.

Nota. Elaboracion propia. Adaptado de Molnar et al. (2024 ); Plaha et al. (2022); Quideau et al. (2011); Strack

(1997); Teka et al. (2022); Yonekura-Sakakibara et al. (2020)

17



Brenda Lizeth Gamero Enriquez CIIDIR-IPN Durango M.C. en Gestion Ambiental

1.4.2.1.3.1 Acidos fendlicos

Son una subclase de los compuestos fendlicos que se caracterizan por poseer
un grupo acido carboxilico (R-COOH), rara vez se presentan en forma libre por lo que
es comun encontrarlos en forma ligada, ésteres, glucésidos o amidas. Cuando el grupo
funcional esta unido directamente al anillo fendlico, reciben la denominacion de acidos
hidroxibenzoicos, si estan separados por un doble enlace (-CH=CH-), los compuestos
se denominan acidos hidroxicinamicos. Tanto los derivados del acido benzoico como
los derivados del acido cinamico se presentan de forma hidrolizable conjugados con
azucares o acidos organicos o pueden encontrarse covalentemente ligados a la lignina
0 a polisacaridos de la pared celular, principalmente mediante enlaces éster o éter (Al
Mamari, 2022; Kumar y Goel, 2019).

Se producen a través del acido shikimico por medio de la ruta de los
fenilpropanoides, mediante la conversion de moléculas de carbohidratos simples
(resultantes de la ruta de las pentosas fosfato y la glucdlisis) en fenilalanina y tirosina,
que son precursores directos de los acidos hidroxicinamicos (como el p-cumarico,
cafeico, ferulico, clorogénico y sinapico) y, posteriormente, de los acidos
hidroxibenzoicos por acortamiento oxidativo de la cadena lateral (acido galico, vanilico,
p-hidroxibenzoico). En las plantas los acidos fendlicos podrian influir en las reservas y
flujos de nutrientes inorganicos y organicos del suelo, asi como la sintesis de
proteinas, la actividad enzimatica, la fotosintesis, los componentes estructurales y la

alelopatia (Goleniowski et al., 2013).

Diversas evidencias sugieren que los acidos fendlicos muestran propiedades
bioactivas en la salud humana como antioxidantes, antitumorales, antimicrobianas y
citotoxicas (Heleno et al., 2015) ademas se han reportado propiedades

hepatoprotectoras, antiinflamatorias y antivirales (Kumar y Goel, 2019).
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1.4.2.1.3.2 Flavonoides

Este es el grupo de compuestos fendlicos mas ampliamente distribuido en el
reino vegetal, alrededor de 9,000 diferentes de estos han sido identificados (Mao et
al., 2025). Algunos compuestos hidrosolubles se encuentran universalmente en todas
las plantas vasculares, por ejemplo, las flavonas y los flavonoles, pero la distribucion
de muchas otras estructuras esta restringidos a familias especificas o0 a géneros, tales
como isoflavonas, prevaleciendo en la naturaleza como glicésidos (Harborne, 1998;
Lattanzio,2013).

Se sintetizan en sitios especificos de las células vegetales como las vacuolas y
sus funciones van desde ayudar a atraer insectos polinizadores, como moléculas de
sefalizacion, filtros UV, captadores de especies reactivas de oxigeno para reducir el
dafo oxidativo, alelopatia y como antimicrobianos (Dias et al., 2021; Ferreira et al.,
2021; Harborne y Williams, 2000). Al ser derivados de las vias de las pentosas fosfato
y la via del shikimato, presentan una estructura quimica basica Ce-C3-Cs, que
comprende dos anillos benzoicos (A y B) unidos por un anillo C heterociclico de 3
carbonos, de acuerdo con el grado de oxidacion y saturacion presente en el anillo
heterociclico C, se clasifican en siete subclases (Figura 4) que incluyen flavonas
(apigenina, crisina), flavanoles (catequina, epicatequina, epigalocatequina),
flavanonas (naringenina, naringina, hesperetina), flavonoles (quercetina, kaempferol,
fisetina), flavanonol (taxifolina), isoflavonas (genisteina, genistina, daidzeina),
antocianidinas (cianidina, cianina, delfinidina) y chalconas (isoliquiritigenina) (Chen et
al., 2023; Kumar y Pandey, 2013; Panche et al., 2016; Zhuang et al., 2017).

Basadas en sus caracteristicas estructurales, los flavonoides pueden exhibir
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Jomova et al., 2025). Ribeiro et al.
(2023) mencionan que diversos estudios reportan la actividad de los flavonoides como
antioxidantes, antibacterianos, antivirales, antiinflamatorios, antihipertensivos vy
antihiperglucémicos, evidenciada en muchas investigaciones in vitro, in vivo y en
algunos ensayos clinicos. Mao et al. (2025) argumentan que se ha encontrado que
estos compuestos pueden combatir infecciones bacterianas a través de multiples

mecanismos.
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Figura 4. Estructura basica de los flavonoides y estructuras generales de las subclases.
Tomado de Panche et al. (2016).

1.4.2.1.3.2 Biosintesis de los compuestos fendlicos

Estos metabolitos secundarios se sintetizan por medio de dos vias: la del

acetato malonato y la via del &cido shikimico (Strack, 1997).

1.4.2.1.3.2.1 Via del acetato malonato

También denominada via de los policétidos ya que produce acidos grasos. Su
biosintesis se da en los cloroplastos de los tejidos verdes y en los plastidos de los
tejidos no fotosintéticos. Comienza a partir de la enzima acetil-CoA que deriva del
metabolismo primario en la fotosintesis, luego esta enzima es carboxilada por la acetil-
CoA carboxilasa (ACC) para producir malonil-CoA, a través de un ciclo de
condensaciones sucesivas son catalizadas por policétido sintasas (PKSs por sus

siglas en inglés).

Como resultado, el producto es una cadena lineal carbonada alifatica con un

grupo acido carboxilico en un extremo y un grupo metilo en el otro, que, por medio de
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ciclizaciones, reducciones, deshidrataciones, metilaciones y otras modificaciones
enzimaticas por las que puede pasar, formaran policétido sintasas de tipo | (policétidos
complejos), tipo |l (aromaticos como antraquinonas) y el tipo Il genera como productos
los precursores chalcona y estilbeno sintasa que producen una chalcona o un estilbeno
(Figura 5). La chalcona se isomeriza a una flavanona por la enzima chalcona flavanona
isomerasa (CHI). A partir de estos intermediarios centrales, la via se ramifica en varias
rutas, cada una de las cuales produce una clase diferente de flavonoides (Babenko et
al., 2019; Dao et al., 2011; De, 2023; Dewick, 2009; Harwood, 1997; Martin, 2018).

1.4.2.1.3.2.2 Via del shikimato

La mayoria de los compuestos fendlicos vegetales se producen a través de

precursores de la via del shikimato/arogenato (Figura 5).

En plantas vasculares alrededor del 30% del carbono fijado en la fotosintesis
pasa por esta ruta que conduce a la condensacién de Fosfoenolpiruvato (PEP) con
Eritrosa-4-fosfato (E4P) donde el producto sera una cadena abierta de heptosa: el
acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosonico-7-fosfato (DAHP) o acido shikimico. Esta es
la molécula de partida de dicha via que, por medio de reacciones complejas como
oxidacién, una B-eliminacién, una reduccibn y una condensacion alddlica
intramolecular da a lugar al shikimato-3-fosfato para luego formar acido corismico

(corismato), un intermediario clave.

El corismato a través de reacciones enzimaticas (utiliza enzimas prefenato
aminotransferasa, arogenato deshidrogenasa y arogenato deshidratasa) se bifurca en
la reaccion de la antranilato sintasa que conduce a la rama de la sintesis de triptéfano,
mientras que la reaccion de la corismato mutasa (EI-8) conduce a la rama de las
sintesis de fenilalanina y tirosina como bloques de construccion CsCs, son precursores
de una amplia gama de metabolitos secundarios. El primer paso frecuente es la
eliminacion del amoniaco de la cadena lateral para generar el acido cinamico trans (E)
apropiado. En el caso de la fenilalanina, esto daria acido cinamico, mientras que la
tirosina podria producir acido 4-cumarico (acido p-cumarico) que llevan a la conversion

a metabolitos secundarios:
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e Fenilalanina — ruta del acido cinamico — fenilpropanoides (flavonoides
y estilbenos que convergen con la via del acetato malonato, lignanos y
lignina, taninos condensados, acidos fendlicos (benzoicos como acido
vanilico, cumarinas).

e Tirosina — ruta del acido p-cumarico — fenilpropanoides (alcaloides
isoquindlicos como berberina, acidos fendlicos como acido rosmarinico,
también se unen con la fenilalanina para formar flavonoides, lignina y
estilbenos).

e Tript6fano — alcaloides inddlicos y fitohormonas: auxinas y acido
salicilico por ejemplo (Dewick, 2009; Eyong et al., 2013; Feduraev et al.,
2020; Knaggs, 2003; Maeda y Dudareva, 2012; Strack, 1997; Yoshida,
1969).
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Figura 5. Biosintesis de los compuestos fendlicos. Las rutas del shikimato (rojo) y del acetato—
malonato (azul) intervienen en la generacion de metabolitos fendlicos, a partir de los cuales se
derivan los fenilpropanoides (verde) y los acidos fendlicos (morado). Tomado de Babenko et
al. (2019).

1.5 Actividad biolégica de los metabolitos secundarios

Ademas del importante rol que los polifenoles juegan en las especies vegetales
para su proteccion y supervivencia, suelen estar presentes en los alimentos y bebidas
vegetales, asi como su empleo en medicinas tradicionales a base de plantas; lo que
ha despertado un notable interés debido a sus efectos positivos en la salud humana

en las ultimas décadas (Pandey y Rizvi, 2009).
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Flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas, lignanos, taninos, etc.,
poseen diferentes grupos quimicos unidos en su nucleo fendlico que determinan una
amplia diversidad de actividades biologicas en humanos (Lobiuc et al., 2023). Los
efectos terapéuticos ocurren cuando las biomoléculas, tras su ingestion o aplicacion
externa, interactuan en el organismo desencadenando respuestas metabdlicas o
fisiolégicas que contribuyen al tratamiento o prevencién de enfermedades (Mariod y
Tahir, 2022) que incluyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antiproliferativas, antiespasmadicas, hepatoprotectivas,
cardioprotectivas, antiglucémicas, entre muchas otras que se han evaluado sobre todo
in vitro, aunque también in vivo (Jaskiewicz et al., 2025; Kumar et al., 2022; Rahman
et al., 2022; Rana et al., 2022).

1.5.1 Actividad antioxidante

Es de las mas importantes y estudiadas en lo que se refiere a esta capacidad
que tienen muchos compuestos fendlicos, sobre todo los flavonoides (Martin, 2018;
Quideau, 2011). Las especies reactivas de nitrégeno (RNS, por sus siglas en inglés)
son especies derivadas del 6xido nitrico (NO¢) y Diéxido de nitrdgeno (NO,¢), mientras
que las reactivas del oxigeno (ROS) son derivados del oxigeno molecular (como O+,
*OH) (Guija-Guerra y Guija-Poma, 2023).

El estrés nitrosativo y oxidativo se da cuando hay un nivel alto de especies
reactivas de nitrégeno y oxigeno (RNS/ROS) que existen de manera independiente y
contienen una forma desapareada de un electrén en su orbital atomico. Estos radicales
son altamente inestables y reactivos, transfieren o aceptan un electrén, actuando, asi
como oxidantes y reductores, lo que conlleva a dafio en las estructuras celulares, es
decir, en membranas, proteinas, lipidos y ADN, claro que los RNS/ROS se forman y
son parte en el sistema celular normal del organismo para participar en diferentes
procesos fisiolégicos, como la regulacion redox, las respuestas mitogénicas, las vias

de senalizacion celular y la funciéon inmune (Chaudhary et al., 2023).

Cuando existe un problema patolégico, los niveles de RNS/ROS tienden a

elevarse, sin embargo, el mecanismo de defensa del propio organismo se activa para
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inhibir estos por medio de la quelacion de metales y las actividades enzimaticas
(Losada-Barreiro et al., 2022). Por otra parte, se ha observado que el consumo de
antioxidantes provenientes de alimentos, bebidas o de productos de origen vegetal
(extractos de plantas) pueden ayudar a inhibir estos, reduciendo el dafio oxidativo que
esta relacionado con enfermedades crénicas (Rudrapal et al., 2022). Los polifenoles
poseen una quimica estructural ideal (Figura 6) para las actividades de eliminacion de

radicales libres, en especial los flavonoides debido a:

e Cantidad de grupos —OH y su posicion en el anillo aromatico (ej., las
posiciones 3 y 4 en el anillo B se cree que participan en la quelacion de
metales).

e La implicacion de los (-OH) en la formacion de enlaces de hidrégeno
intramoleculares, que estabiliza la molécula.

e La posibilidad de que los electrones se deslocalicen (se reparta por el
sistema de dobles enlaces del anillo aromatico) lo que estabiliza el radical
formado y potencia la actividad antioxidante (Abou-Baker, 2022; Rice-
Evans, 1997).

a) contnbutes with
antioxidant potential

c) increases the
antioxidant activity

\ ¢) increases the

antioxidant activity

b) facilitation of
electron delocalisation

Figura 6. Relacion entre la estructura y las actividades antioxidantes en flavonoides. a) los
grupos hidroxilo en la posicion 3 y 4 del anillo B participan en la quelacion de metales; b)
deslocalizacion de e; c) el numero de grupos (-OH) incrementa la actividad antioxidante.
Tomado de Abou-Baker (2022).
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1.5.1.1 Mecanismos de accidn antioxidante

El mecanismo mejor descrito es la eliminacién de los radicales libres a través
de la donacién de un atomo de hidrégeno o mediante la transferencia de un solo
electron (Banjarnahor y Artanti, 2015; Charlton et al., 2023; Speisky et al., 2022).

La Transferencia de atomos de hidrégeno (HAT por sus siglas en inglés) es un
mecanismo en el que los flavonoides tienen una accion directa y rapida para eliminar
los ROS (Speisky et al., 2022) donde un grupo fendlico dona un (He) desde su grupo
—OH a un radical libre peroxilo (ROQOe¢) o radical hidroxilo (*OH), este se neutraliza

pasando a ser ROOH, estable como se muestra en la siguiente reaccion:
ROO+ + ArOH — ROOH + ArQO-

Entonces el fenol se convierte en un radical fenoxi (ArO+) que es mucho menos
reactivo que el original debido a la estabilizacion por resonancia (Charlton et al., 2023;
Quideau, 2011). El segundo mecanismo es la transferencia de un solo electron (SET)

del fenol ArOH a un radical libre Re con formacién de un catidn radical estable ArOH"*.
ArOH + Radical (R*) — ArOH™* + R~

Un potencial de ionizacién bajo convierte al compuesto fendlico en un buen
antioxidante (Quideau, 2011). Los polifenoles también pueden actuar como
antioxidantes mediante la quelacion de iones metalicos como Fe?" y Cu?", éstos
pueden catalizar la formacién de radicales altamente agresivos (*OH) mediante la

reaccion de Fenton:
Fe?* + H,0, — Fe®** + «OH + OH~

Los grupos catecol (ej. Quercetina) poseen dos grupos hidroxilo (—OH), los
acidos fendlicos como el acido galico presenta tres grupos, ademas de un grupo acido
carboxilico (-COOH) que al unirse a los iones metalicos con sus respectivos grupos —
OH y =0, los estabilizan y por lo tanto impiden que participen en reacciones
prooxidantes (Andjelkovic et al., 2004).
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1.5.2 Actividad antimicrobiana

El estrés inducido por patdégenos en las plantas activa los mecanismos de
defensa tanto fisicas como quimicas, dentro estas ultimas, se encuentran diversos
compuestos bioactivos (acidos fendlicos, flavonoides, taninos, lignanos) que actuan
como fitoalexinas (que son inducidas) y estan distribuidos en todos los tejidos y
organos vegetales donde median las interacciones planta-patégeno y contribuyen a
incrementar la tolerancia frente al estrés bidtico (Niller et al., 2022). Parte de su
potencial antibacteriano de los polifenoles proviene de su habilidad para descomponer
las membranas celulares de patégenos, claro que los mecanismos particulares en
juego pueden variar segun el microorganismo objetivo, la estructura molecular de los
metabolitos secundarios y los factores del entorno (Mandal y Domb, 2024). Cabe
mencionar que Chen et al. (2024) afirman que esta actividad antimicrobiana se da por

varios compuestos bioactivos y no la accién de uno solo.

Los polifenoles ejercen su actividad antimicrobiana a través de diversos
mecanismos (Figura 7). Davidson y Branden (1981) los agrupan en tres categorias: (a)
reaccion con los lipidos de la membrana citoplasmatica para provocar un aumento de
la permeabilidad con la consiguiente pérdida de componentes celulares; (b)
inactivacién de enzimas esenciales que estan involucradas en procesos metabdlicos;
y (c) destruccion o inactivacion funcional del material genético que si la célula no
revierte los dafos conduce a la bacteriostasis definitiva o la muerte celular. De igual
manera, Xu et al. (2025) coinciden con lo mencionado anteriormente ademas de
destacar otros mecanismos como: (d) produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que conduce a un estrés oxidativo en proteinas, lipidos y acidos nucleicos
bacterianos; (e) quelacion de metales esenciales en enzimas que interfieren con el
metabolismo bacteriano; y (f) eliminacion de biofilms bacterianos que son
comunidades microbianas que forman una matriz autoproducida que consiste en
polisacaridos, proteinas y ADN extracelular lo que dificulta la accién de muchos
antimicrobianos, sin embargo, varios polifenoles han mostrado una fuerte inhibicion en
la formacion de estas biopeliculas, lo que conduce a cambios en la morfologia de la

célula.
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Figura 7. Mecanismos de accion antimicrobiana de los polifenoles. Tomado de De Rossi et al. (2025).
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La clave del potencial antimicrobiano en los compuestos secundarios vegetales
esta dada en el grupo hidroxilo (-OH) libre altamente reactivo, ademas del tipo de
estructura de su anillo aromatico que puede interactuar con componentes de las
células bacterianas para desestabilizarlas (Davidson y Branden, 1981). Esto esta
relacionado con que el potencial antioxidante es la base para la actividad
antimicrobiana en los polifenoles al aumentar el dafo oxidativo en componentes
bacterianos (Othman et al., 2019).

Chen et al. (2024) sefalan que los polifenoles con mayor potencial para dafar
bacterias son los que poseen grupos pirogalol (acidos fendlicos, flavonoides,
antocianinas) que tienen 3 (-OH) a diferencia de los grupos catecol y resorcinol que
poseen 2 (-OH), lo que muestra que la posicion y cantidad de grupos -OH afectan la

eficacia.

1.6 Infecciones gastrointestinales

La relacion humano-bacteria puede ser mutualista, comensal o patogénica.
Existen bacterias comensales que forman parte de la microbiota intestinal en el ser
humano y otras mutualistas que pueden cumplir distintas funciones benéficas en su
salud (favoreciendo la digestion de nutrientes, produccion de vitaminas y modulacion
del sistema inmune). Sin embargo, cuando hay un desequilibrio de estas bacterias
(disbiosis) pueden proliferar otras llamadas oportunistas o patégenas, es decir, se
establece una asociaciéon huésped—patdogeno caracterizada por mecanismos de
adhesion, invasion y produccion de toxinas. Estos procesos desencadenan respuestas
inflamatorias y secretoras (infeccidon) que resultan en cuadros diarreicos, cuya
gravedad depende de la virulencia del microorganismo y del estado inmunoldgico del

huésped (Garcia-Palomo et al., 2010; Venkateswaran et al.,2023).
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1.6.1 Gastroenteritis Aguda

Se define como un cuadro clinico de duracion inferior a dos semanas,
caracterizado por diarrea (un aumento en la frecuencia de las evacuaciones fecales y
una disminucion de su consistencia, >3 en 24 h). Este cuadro puede presentarse de
forma aislada o acompafiarse de otros sintomas, como vomito, dolor abdominal y
fiebre (Lucero, 2014). Suele transmitirse por alimentos o agua contaminados (Graves,
2013) aunque es dificil identificar una etiologia especifica; los agentes etiolégicos
infecciosos comunes son virus: rotavirus, astrovirus, adenovirus entéricos y calicivirus

humanos que afectan a la poblacion infantil principalmente (Riechmann et al., 2010).

Por otra parte, estan los agentes parasitarios como los son por protozoos
(Giardia lamblia, Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) y helmintos (Ascaris
lumbricoides) que comprometen fundamentalmente el intestino delgado y grueso
causando diarrea aguda en el huésped (Werner-Apt, 2014). Asimismo, se encuentran
los agentes bacterianos donde pocas especies son causantes de infecciones
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, entre las que se encuentran:
Escherichia coli, Salmonella spp., y Klebsiella pneumoniae. Estos microorganismos
son considerados patégenos primarios, ya que pueden causar enfermedades como
gastroenteritis, fiebre tifoidea, diarrea del viajero, infecciones urinarias y algunas
bacteriemias en personas inmunocompetentes. No obstante, también pueden actuar
de forma oportunista en pacientes inmunocomprometidos, junto con Pseudomonas 'y
otros bacilos gramnegativos no fermentadores, como Acinetobacter spp.,
constituyendo la causa mas importante de miles de infecciones cada afio con una
amplia morbilidad a nivel mundial (Fleckenstein et al., 2021; Pérez-Guerrero et al.,
2014; Pumarola et al., 1992). Estas ultimas, asi como Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecium no son pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, pero
también pueden causar alteraciones gastrointestinales en circunstancias especificas.
Staphylococcus aureus provoca gastroenteritis unicamente a través de intoxicacion
alimentaria por enterotoxinas (Casman y Bennett, 1965) al igual que ocurre en
Pseudomonas aeruginosa a través de la produccion de enterotoxinas, puede ocasionar

cuadros de enterocolitis pseudomembranosa, especialmente en pacientes
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inmunocomprometidos o con alteraciones de la microbiota intestinal (Piédrola-Angulo,
1992) aunque hay evidencia de cuadros de enterocolitis en nifios sanos (Chuang et
al., 2017). Enterococcus faecium, forma parte de la flora normal del tracto
gastrointestinal humano, pero puede llegar a ser oportunista y causar diversas

infecciones nosocomiales (Farifias y Torres, 2007).

1.7 Bacterias E.S.K.A.P.E.

Estos microorganismos se han vuelto de gran importancia médica, sefalados
por la Organizacién Mundial de la Salud como causas crecientes de infecciones
nosocomiales (adquiridas por hospitalizacién) y que han generado una gran resistencia
al arsenal antibidtico (Tabla 5) en las ultimas décadas, lo que supone una amenaza
para la salud publica (Said et al., 2025). El acronimo por las que se les denomina se

refiere a las iniciales de las siguientes bacterias:

E — Enterococcus faecium

S — Staphylococcus aureus

K — Klebsiella pneumoniae

A — Acinetobacter baumannii

P — Pseudomonas aeruginosa

E — Enterobacter spp.

31



Brenda Lizeth Gamero Enriquez

CIIDIR-IPN Durango

M.C. en Gestiéon Ambiental

Tabla 5. Bacterias ESKAPE: caracteristicas y resistencia caracteristica a antibioticos.

Bacteria Tincién Familia Descripcion Resistencia caracteristica
morfolégica
Gram 9
Enterococcus Gram Enterococcaceae Coco en cadenas vancomicina (VRE),
faecium positivo cortas, anaerobio aminoglucosidos de alta
facultativo. concentracién (estreptomicina), -
lactamicos (ampicilina).
Staphylococcus Gram Staphylococcaceae Coco en racimos, Resistencia a meticilina (MRSA),
aureus positivo catalasa y coagulasa vancomicina (VRSA).
(+), anaerobios
facultativos.
Klebsiella Gram Enterobacteriaceae = Bacilo encapsulado, no  Produccion de carbapenemasas
pneumoniae negativo movil, fermentador de (KPC), B-lactamasas de espectro
lactosa. extendido (BLEE).
Acinetobacter Gram Moraxellaceae Cocobacilo, no Resistencia a B-Lactamasas
baumannii negativo fermentador, aerobico carbapenémicos,
estricto, inmovil, aminoglucésidos, quinolonas.
catalasa (+) y oxidasa
(-)-
Pseudomonas Gram Pseudomonadaceae  Bacilo recto, movil, no Resistencia a carbapenémicos,
aeruginosa negativo fermentador, aerobio, aminoglucosidos,
produce pigmentos fluoroquinolonas, -lactamicos.
(piocianina).
Enterobacter spp. Gram Enterobacteriaceae Bacilo movil, aerobios Resistencia por quinolonas, B-
negativo fermentador de lactosa  lactamasas, cefalosporinas de 4@

lento.

generacioén, carbapenémicos

Nota. Elaboracion propia. Tomado de Brdova et al. (2024); Chambers y Deleo (2009);
Denissen et al. (2022); Giovagnorio et al. (2023); Li et al. (2023); Miller et al. (2014); Peleg et
al. (2008); Pumarola et al. (1992); Rodriguez-Buenahora et al. (2016).
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A pesar de considerarse como patdgenos oportunistas asociadas a pacientes
en hospitalizacion que requieren de intervenciones invasivas (Bereanu et al., 2024)
recientemente se ha documentado su presencia en alimentos como lo sefalan Patil et
al. (2021) donde se relacionan principalmente con alimentos de origen animal o vegetal
como leche, carne, aves, verduras, aguas contaminadas, y entornos relacionados con
los alimentos como tierras agricolas, industria alimentaria y cocinas de hospitales, esto
supone un desafio abrumador por la resistencia antimicrobiana que presentan que, si
bien, es dificil estimar costos econdmicos reales, en si, suponen un mayor coste para
el sistema sanitario por la prolongacion de tratamientos en infecciones causadas por
estas bacterias en las personas o el uso de farmacos mas costosos (Pulingam et al.,
2022).

1.8 Mecanismos de resistencia a los antibioticos

Las bacterias pueden presentar una resistencia intrinseca a los farmacos debido
a sus caracteristicas estructurales o fisiolégicas, un ejemplo de ello son las
gramnegativas que poseen una pared celular delgada de peptidoglucano y tienen una
membrana externa adicional compuesta por lipidos, proteinas y lipopolisacaridos
(LPS), que actua como barrera protectora lo que naturalmente dificulta la entrada a
muchos antibioticos (Oliveira y Reygaert, 2023; Silhavy et al., 2010). En bacterias
Gram positivas, aunque carezcan de membrana externa como las Gram negativas,
también cuentan con una pared celular gruesa de peptidoglicano con acidos teicoicos
y lipoteicoicos que participan en su defensa (Kostyanev y Can, 2017). Por otro lado, la
resistencia adquirida se debe a la mutacién genética por exposicion al farmaco y la
adquisicion de elementos genéticos moéviles (EGM), estos son responsables de gran
parte de la variabilidad fenotipica observada, lo que significa que dentro de una misma
especie bacteriana puede haber cepas muy sensibles y otras muy resistentes,

dependiendo de qué (EGM) y genes de resistencia porten (De Oliveira et al., 2020).
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Los mecanismos se dividen en cuatro categorias principales :(1) limitacion de la
captaciéon de un farmaco; (2) modificacién de la diana farmacoldgica; (3) inactivacion
de un farmaco; (4) eflujo activo del farmaco (Reygaert, 2018; Venkateswaran et al.,
2023).

1.8.1 Limitacion de la captacion de un farmaco

Reducen la permeabilidad de la membrana externa (mas especificamente el
lipopolisacarido, LPS, en bacterias gramnegativas) que al ser altamente hidrofilica y
cargada negativamente dificulta la captacion del farmaco que sea hidrofilico y
altamente cargado. Otro mecanismo son cambios en las porinas de la membrana
externa que son canales acuosos donde el farmaco intenta penetrar, una disminucion
en el numero de éstas y mutaciones que cambian la selectividad del canal de porina
puede excluir antibidticos mientras si permite el paso de nutrientes (Kumar y
Schweizer, 2005). Las moléculas hidrofilas como las B-lactamicas, las tetraciclinas,
aminoglucosidos y algunas fluoroquinolonas se ven particularmente afectadas por los
cambios en la permeabilidad de la membrana externa celular (Munita y Arias, 2016).
Staphylococcus aureus es una bacteria grampositiva (carece de membrana externa)
que de acuerdo con Lambert (2002) ha desarrollado una pared celular engrosada que

dificulta el paso de vancomicina.

1.8.2 Modificacion de la diana farmacolégica

Diversas clases de antibidticos actuan mediante la inhibicion de dianas
moleculares especificas implicadas en procesos esenciales de la célula bacteriana. No
obstante, las bacterias pueden desarrollar mutaciones puntuales o modificaciones
postraduccionales en dichas dianas, alterando su conformacion estructural vy
reduciendo la afinidad de union del antimicrobiano, lo que anula su eficacia terapéutica,
farmacos afectados por este mecanismo son la tetraciclina, las fluoroquinolonas, los
B-lactamicos y glicopéptidos (utilizados casi exclusivamente por bacterias
grampositivas) y meticilina (Guevara-Diaz et al., 2021; Munita y Arias, 2016; Reygaert,
2018).
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1.8.3 Inactivaciéon de un farmaco

Este mecanismo ocurre de dos formas: (1) mediante hidrélisis enzimatica las
bacterias producen enzimas capaces de romper enlaces quimicos esenciales del
antibidtico (p. ej., B-lactamasas, carbapenemasas) que hidrolizan el anillo B-lactamico
de penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Asi el antibiético queda inactivo y no
puede inhibir la sintesis de la pared celular. (2) por medio de la modificacion quimica
del farmaco en la que mediante la transferencia de grupos acetilo, fosforilo y adenilo,
se han identificado numerosas transferasas. La acetilacion es el mecanismo mas
utilizado y se sabe que se utiliza contra los aminoglucésidos, el cloranfenicol, las

estreptograminas y las fluoroquinolona (Belay et al., 2024).

1.8.4 Eflujo activo del farmaco

Las bacterias tienen la capacidad de expulsar moléculas toxicas, incluyendo
farmacos, desde el interior de la célula hacia el medio extracelular, haciendo uso de
bombas de eflujo que son sistemas proteicos complejos de transporte ubicados en la
membrana citoplasmatica (Belay Wubetu et al., 2024). La resistencia antibacteriana
mediada por la bomba de eflujo es especialmente significativa en bacterias
gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Salmonella
typhimurium y Escherichia coli (Belay Wubetu et al., 2024; Blair et al., 2014). En
bacterias grampositivas estas bombas se encuentran en los plasmidos (Kumar y
Schweizer, 2005; Reygaert, 2018). Este mecanismo repercute en la concentracion y
eficacia de una gran variedad de antibiéticos como los aminoglucésidos (p.€j.,
gentamicina), las tetraciclinas, eritromicina, B-lactamicos, fluoroquinolonas vy

carbapenémicos (Poole, 2005).

Debido al uso de varios mecanismos de defensa que las bacterias ESKAPE
utilizan, la OMS los cataloga en una lista de patdégenos de alta prioridad
(Venkateswaran et al., 2023) por lo que se han adoptado distintas estrategias
sanitarias para gestionar esta problematica, entre ellas, apoyar la investigacion para

descubrir nuevas opciones de tratamiento (Abukhalil et al., 2024; Belay et al., 2024).
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1.9 Descripcion de las plantas de estudio

1.9.1 Argemone mexicana (L.), 1753.

Informacién taxonémica:

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
(plantas con flor)

Clase Magnoliopsida

(dicotiledoneas)

Orden Papaverales
Familia Papaveraceae
Género Argemone

Nombres vernaculos: Chicalote, cardo santo, amapolilla.

1.9.1.1 Descripcion botanica

Herbacea anual o perenne de corta vida, con latex amarillo, de 60 cm hasta 1
m de altura, de tallo erecto, cilindrico, verde- azulado, a menudo ramificado cerca de
la base, luego escasamente ramificado. Es liso con pocas espinas rectas dispersas;
hojas sésiles, alternas, de color verde azulado, gruesas y coriaceas, sinuado-
pinnatifidas de 8-20 cm de largo y 3 a 8 cm de ancho, Iébulos oblongos, contorneados,
cada uno con una espina apical. Los botones florales subesféricos o ligeramente
cilindraceos. El caliz tiene 2 sépalos verdes, cérneos, espinosos y caducos, que
terminan en una cerda. Corola con 6 pétalos, obcuneados a obovados, de 4 cm de
largo y 3 cm de ancho, de color amarillo brillante o palido (flores de 4 a 7 cm de
diametro). estambres 30 a 50, filamentos y anteras amarillos; estigma purpureo a café,
de 1.5 a4 mm de ancho y 1 a 2 mm de alto, sus I6bulos muy juntos entre si, estilo de
1 a 3 mm de largo en el fruto; capsulas 4 a 6-carpelares, cilindraceas a ampliamente
elipsoides, a menudo truncadas en el apice, de 25 a 30 (45) mm de largo, incluyendo

estilo y estigma y 12 a 20 mm de ancho; fruto, una capsula eliptica de 3 a 7 cm de
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largo y de 1 a 2 cm de ancho, cubierta densamente con espinas simples y duras,

semillas globosas y color negras (Figura 8) (Calderon-Rzedowski, 1991).

1.9.1.1.2 Distribucion geografica en México

Se encuentra en Selva baja caducifolia y zonas aridas, donde se distribuye
desde Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Jalisco, Estado de Meéxico, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan
(Ownbey, 1958).

1.9.1.1.3 Habitat

En México prospera en regiones de clima calido, muy comunes en orillas de
carretera, campos de cultivo, se considera una maleza (Calderon-Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

1.9.1.1.4 Uso en la medicina tradicional mexicana

La especie se ha usado ancestralmente en México por su propiedades
medicinales para tratar problemas gastrointestinales, como diurético, laxante y
expectorante (Dey et al., 2008). Se utiliza como medicina por la presencia de alcaloides

y flavonoides, entre otros compuestos (Lara y Marquez, 1996).
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Figura 8. Argemone mexicana L. a) flor mostrando los estambres y el ovario; b) rama con
hojas, flores y botones florales; c) detalle de la capsula con espinas; y d) semilla reticulada.
llustrado por Jorge Martinez Dominguez, tomado de Diego-Pérez y Bustamante-Garcia
(2017).
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1.9.2 Chenopodium graveolens (Willd.), 1809.

Informacién taxonémica.

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta
(plantas vasculares)

Clase Magnoliopsida

(dicotiledoneas)

Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
(antes

Chenopodiaceae)

Género Chenopodium

Nombres vernaculos: Epazote de zorrillo, hierba del zorrillo, epazote morado.

1.9.2.1 Descripcién botanica

Hierba anual, erguida, glandulosa, muy olorosa, de 20 a 80 cm de alto; tallo
simple o ramificado, a veces rojizo; peciolo delgado, hojas ovadas u oblongas, de 2 a
6 cm de largo por 1 a 3 cm de ancho, sinuado-pinnatifidas, con los Iébulos oblongos o
deltoideos, glabras o algo viscidas en el haz, cubiertas de glandulas amarillas en el
envés; inflorescencia de numerosas cimas axilares, dispuestas en largas paniculas,
flores sésiles en la bifurcacion de las ramas laterales y una sola terminal en el extremo
de cada una de las ramas laterales, flores pediceladas generalmente abortivas,
caedizas, sus pedicelos espiniformes; perianto de menos de 1 mm de largo,
corniculado en el apice de los lobulos, cubierto de glandulas, envolviendo
incompletamente el fruto; semilla por lo general horizontal, de 0.5 mm de didmetro, de
color café oscuro y con el pericarpio adherente (Figura 9) (Calderén-Rzedowski y
Rzedowski, 2001).
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1.9.2.2 Distribucion geografica en Mexico

Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tlaxcala, Veracruz, Zacatecas (Villasefior

y Espinosa, 1998).

1.9.2.3 Habitat

Se encuentra presente en todo el pais ya que habita en climas calido,
semicalido, semiseco, seco y templado. Es considerada una maleza ruderal y arvense
en vegetacion perturbada de matorral xerdfilo, pastizal y bosques mesdfilo de
montafia, de encino, de pino, mixto de pino-encino (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

1.9.2.4 Usos en la medicina tradicional mexicana

Gonzalez-Elizondo et al. (2004) mencionan su uso contra la diarrea y urticaria.
Asi mismo, Uridstegui-Flores y Villasefor-Franco (2021) sefialan que es la infusion de
la planta es utilizada para la diarrea, vomito, dolor e inflamacién de estébmago. Esta
planta, segun lo documentado en la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana (2009) se emplea en infusion ya sea sola o con otras plantas para la diarrea,
como antihelmintico, la disenteria y otros trastornos digestivos, ademas de ser util

como antitusivo y otras afecciones respiratorias.
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0,5 mm
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Figura 9. Chenopodium graveolens Willd. A) rama con hojas, flores y botones florales; B)
inflorescencia con cimas axilares dispuestas en largas paniculas; C) ramas laterales
bifurcadas, con flores sésiles dispuestas a lo largo y una flor terminal en el extremo de cada
rama; D) caliz fructifero, perianto de menos de 1 mm de largo, corniculado en el apice de los
I6bulos, cubierto de glandulas, envolviendo incompletamente el fruto; y E-F-G) frutos, vista

superior, lateral y corte longitudinal. llustracion de A. Bestard, tomado de Instituto de Botanica

Darwinion (2018).
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1.9.3 Plantago major (L.), 1753.

Informacién taxonémica.

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
(plantas con flor)

Clase Magnoliopsida

(dicotiledoneas)

Orden Lamiales
Familia Plantaginaceae
Género Plantago

Nombres vernaculos: Lantén, llantén, antén.

1.9.3 1 Descripcion botanica

Planta anual o perenne; raiz principal degenerada, superada fisondmicamente
por las radicelas, caudice grueso, formando un “tronco” compacto; hojas alternas,
todas basales, dispuestas en roseta, gruesas y algo coriaceas, peciolo acanalado,
verdoso, a veces de color purpura en la base, de 4 a 20 cm de largo, laminas ovadas,
eliptico-ovadas o cordado-ovadas hasta orbicular-ovadas, de 4 a 15 (40) cm de largo
y de 3 a 12 cm de ancho, apice obtuso, margen entero o ligeramente ondulado y con
frecuencia irregularmente dentado, decurrentes en la base, glabrescentes o hirsutas,
venas por lo general divergentes desde la base, 3 a 5 (7), paralelas; inflorescencias
1 a 30 por planta, pedunculos acanalados, de 6 a 30 (40) cm de largo, espigas linear-
cilindricas, de 3 a 20 cm de largo, por lo comun con flores densamente apretadas, a
menudo separadas un poco en la parte inferior del raquis, bracteas lanceoladas a
ovado-lanceoladas, de 0.5 a 1 mm de largo durante la antesis, pero a menudo mas
largas que los sépalos en la madurez, margenes escariosos; sépalos elipticos u
ovados hasta orbiculares, de + 2 mm de largo, obtusos, glabros o finamente
pubescentes a lo largo de la quilla; corola con Iébulos triangulares, de 0.5 a 1 mm de
largo, escariosos, obtusos o un tanto agudos, reflejos en la antesis; capsula globosa o

elipsoide, de 2 a 5 mm de largo, café oscura, con dehiscencia proxima a la mitad;
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semillas 6 a 30, ovadas, de £+ 1 mm de longitud, cafés (Figura 10) (Calderén-
Rzedowski y Rzedowski, 2001).

1.9.3.2 Distribucion geografica en Mexico

De distribuciéon cosmopolita, se ha registrado de Baja California, Baja California
Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, ciudad de México, Durango, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Tlaxcala,

Veracruz, y Yucatan (Villasefor y Espinosa, 1998).

1.9.3.3 Habitat

Distribuida ampliamente por todo el pais, esta presente en climas calido,
semicalido y templado. Es una maleza asociada a terrenos de cultivo, bosques
tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio, bosque espinoso, matorral xerofilo,
pastizal y bosques mesofilo de montafa, de encino, de pino y mixto de pino-encino

((Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

1.9.3.4 Usos en la medicina tradicional mexicana

En varias partes del pais la infusion de hojas se emplea en el remedio de
afecciones gastrointestinales, dolor de estomago, diarrea y disenteria, asi como la
inflorescencia junto con otras plantas para el tratamiento de estos padecimientos
(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; Gonzalez-Elizondo et
al., 2004).
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{.8 mm

Figura 10. Plantago major L. A) aspecto general de la planta; B) flor desprovista de una parte
de la corola; C) corte transversal del ovario; D) capsula; E) semillas. Tomado de Calderdn-
Rzedowski y Rzedowski (2001).
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1.9.4 Salvia gesneriiflora (Lindl. & Paxton.), 1851.

Informacién taxonémica.

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta
(plantas vasculares)

Clase Magnoliopsida

(dicotiledoneas)

Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Salvia

Nombres vernaculos: Mirto colorado, flor de colibri, flor de chuparrosa.

1.9.4.1 Descripcién botanica

Planta arbustiva que alcanza hasta los 3 m de alto, tallos tomentosos a pilosos
0 en ocasiones pubérulos, los pelos por lo general glanduloso-pegajosos; peciolos de
2 a 8 cm de largo, comunmente pilosos, a menudo también con glandulas sésiles o
diminutamente estipitadas, laminas de las hojas ovadas, de 3 a 11 cm de largo, de 3
a 8 cm de ancho, agudas a acuminadas en el apice, cordadas a truncadas o en
ocasiones redondeadas en la base, pilosas en el haz, por lo comun blanco-tomentosas
y a menudo con puntos glandulosos en el envés; bracteas ovadas, de £ 1 cm de largo,
de £ 7 mm de ancho, acuminadas, verdes o rojas, pilosas, con frecuencia glandulosas,
deciduas, pedicelos de 0.5 a 1 cm de largo, erectos, usualmente glanduloso pilosos;
caliz tubular-campanulado de 1.3 a 2 cm de largo, de 0.5 a 1 cm de ancho, en general
verde y glanduloso, sus l6bulos agudos; corola roja intensa, de 5 a 5.6 (6) cm (tubo
de 3.6 a 4 cm) de largo, de 8 a 9 (12) mm de ancho, labio superior de 1.5 a 1.6 (1.7)
cm de largo, el inferior de 1.5 a 1.7 cm de largo y de 1 a 1.2 cm de ancho; anteras de
4 a 5 mm de largo, de £ 1 mm de grueso, conectivos de 1 a 1.2 cm de largo; estilo de
5 a 5.8 cm de largo, presenta tricomas (Figura 11) (Calderén-Rzedowski y Rzedowski,
2001).
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1.9.4.2 Distribucion geografica en Mexico

La planta es una especie endémica en el pais, se ha registrado en
Aguascalientes, Colima, ciudad de México, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
estado de México, Michoacan, Morelos, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Tlaxcala y

Zacatecas (Bedolla-Garcia et al., 2024).

1.9.4.3 Habitat

A pesar de su distribucion cosmopolita, esta especie se encuentra con mayor
frecuencia en areas montafiosas de bosque templado (pino-encino), aunque muestra
adaptabilidad a otros habitats como bosques tropicales caducifolios y subcaducifolios,
e incluso matorrales xerofilos de zonas aridas (Cornejo-Tenorio e Ibarra-Manriquez,
2011).

1.9.4.4 Usos en la medicina tradicional mexicana

La infusion de las partes aéreas de la planta es empleada en diversos
desordenes gastrointestinales padecimientos como dolor de estomago y diarrea
(Calzada et al., 2015; Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2007; Ortega et al., 2024).
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Figura 11. Salvia gesneriiflora (Lindl. & Paxton.). A) rama con flores; B) gineceo, a) estilo, b)

cuerno de la ginobase, c) carpelo, d) ginobase; C) estambres, €) antera, f) filamento, g)
conectivo. Tomado de Calderon-Rzedowski y Rzedowski (2001).
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1.9.5 Tagetes lucida (Cav.), 1794.

Informacién taxonémica.

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
(plantas con flor)

Clase Magnoliopsida

(dicotiledoneas)

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes

Nombres vernaculos: Pericon, hierbanis, flor de santa Maria.

1.9.5.1 Descripcion botanica

Planta herbacea perenne, erecta, hasta de 80 cm de alto, con olor a anis al
estrujarse; tallos generalmente varios o muchos partiendo de la base, mas o menos
ramificados, glabros; hojas indivisas, sésiles, lineares a oblongas, elipticas u
oblanceoladas, de 2 a 10 cm de largo, de 0.5 a 2 cm de ancho, agudas a redondeadas
en el apice, margenes aserrados; cabezuelas dispuestas en corimbos, sobre
pedunculos bracteados hasta de 1 cm de largo; involucro cilindrico, de 4 a 12 mm de
alto, sus bracteas 5 a 7, con los apices subulados; flores liguladas 3 o 4, amairillas,
sus laminas flabeladas o suborbiculares, de 3 a 6 mm de largo; flores del disco 5 a 8,
sus corolas amarillas, de 4 a 6 mm de largo; aquenios linear-claviformes, de 5 a 8
mm de largo, negruzcos, glabros o algo hispidulos, vilano de 2 escamas aristiformes,
de 3 a5 mmde largo y 4 o 5 escamas romas de 1 a 2 mm de largo (Figura 12)
(Calderon-Rzedowski y Rzedowski, 2001).
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1.9.5.2 Distribucion geografica en México

Se distribuye por todo el pais en Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato,
Querétaro, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, estado de México, Morelos,
ciudad de México, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Tabasco y Chiapas
(Villareal, 2003).

1.9.5.3 Habitat

Estd comunmente asociada a climas calido, semicalido, seco, semiseco y
templado, a diversas altitudes. Se desarrolla en habitats arvenses asociada a bosque
tropical perennifolio, matorral xerdfilo, pastizal. En ocasiones ocupa partes altas de
laderas y montanas en bosque mesdéfilo de montafia, de encino, de pino, Pino-encino

y de junipero (Villareal, 2003).

1.9.5.4 Usos en la medicina tradicional mexicana

Se tiene conocimiento de que el té o infusion de la planta (hojas y flores o entera)
sirve para aliviar cdlicos, dolor de estbmago, vomitos, y problemas gastrointestinales
como diarrea y disenteria, ademas de otras afecciones de la salud se usa como ténico
(Gonzalez-Elizondo et al., 2004). De acuerdo con Garcia-Sanchez et al. (2012) la

aplicaciéon medicinal mas frecuente de esta planta es en trastornos digestivos.
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Figura 12. Tagetes lucida Cav. A) rama con cabezuelas; B) cabezuela; C) flor del disco; D)
anteras; y E) aquenio. llustrado por Humberto Sanchez Cdérdova, tomado de Villareal (2003).
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1.10 Antecedentes de la actividad biolégica de las especies estudiadas

La actividad biolégica de extractos etandlicos de las especies Argemone
mexicana, Chenopodium graveolens, Plantago major, Salvia gesneriiflora y Tagetes

lucida ha sido previamente reportada.

Bhattacharjee et al. (2006) encontraron actividad contra Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coliy Staphylococcus aureus de los extractos metandlicos de
las hojas y semillas de Argemone Mexicana. Por su parte, Ruiz-Barrueto (2019) evalu6
la actividad biolégica, especificamente la antimicrobiana, del extracto etandlico al 80%
de las hojas de A. mexicana frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido,
ademas de su perfil fitoquimico destacando la presencia abundante de alcaloides,
compuestos fendlicos y taninos, donde se observd que las tres bacterias fueron
sensibles a distintas concentraciones del extracto etandlico de las hojas de dicha

especie.

Respecto a Chenopodium graveolens, Reyes-Silva et al. (2022) reportaron la
actividad bactericida del extracto etandlico de las partes aéreas de la especie distintas

concentraciones frente a S. aureus.

La actividad biolégica de Plantago major L., en extractos metandlicos al 70% y
en acetato de etilo de las hojas, fue determinada en el estudio de Karima et al. (2015)
donde encontraron que las fracciones de los extractos en acetato de etilo mostraron
alta capacidad antioxidante en las pruebas de inhibicidon del radical DPPH*, mientras
que la evaluacion antimicrobiana present6 alta sensibilidad de las cepas de S. aureus,
una actividad moderada en P. aeruginosa y baja para K. pneumoniae, cabe destacar
que la actividad en extractos metandlicos fue baja. Metiner et al. (2012) estudiaron la
actividad antimicrobiana de las hojas de P. major L. donde se encontré alta sensibilidad
de S. aureus, E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa en extractos acetonicos, no asi,

para los extractos etandlicos que mostraron baja eficiencia.
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Por otra parte, Salvia gesneriiflora es una especie que ha sido poco evaluada
respecto a su actividad biologica. Calzada et al. (2015) reportan que las hojas son
empleadas para el tratamiento de la diarrea, en este contexto, ellos evaluaron la
actividad antiprotozoaria, si bien no son bacterias, la presencia de flavonoides y
terpenos de la especie vegetal ha suscitado interés en su estudio. Gémez-Rivera et al.
(2018) analizaron los extractos de hexano, diclorometano y metanol de las partes
aéreas de S. gesneriiflora reportando actividades espasmoliticas, antiinflamatorias y
antioxidantes, ademas se identificaron compuestos de los siguientes tipos: acidos
grasos, esteroles, fenoles y flavonoides. Ortega et al. (2024) en su revision reportan

también el uso de las hojas para desérdenes gastrointestinales.

En relacién con Tagetes lucida, Céspedes et al. (2006) evaluaron extractos en
metanol y diclorometano obtenidos de las partes aéreas de la planta, observando una
marcada actividad bactericida frente a E. coli, K. pneumoniae, S. typhiy S. aureus. De
manera complementaria, Hernandez et al. (2006) analizaron extractos metandlicos,
hexanicos, de acetato de etilo, de cloroformo y acetona, encontrando inhibicion del
crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa, siendo el extracto de acetato de etilo el que

presento la mayor eficacia.
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II.  JUSTIFICACION

Las plantas medicinales constituyen un recurso importante de compuestos
bioactivos, en los que los polifenoles destacan por su amplia variedad estructural y sus
reconocidas propiedades antioxidantes, antimicrobianas, entre otras. En México, un
pais megadiverso que se destaca por su amplia riqueza floristica y cultural, se emplean
miles de especies vegetales en la medicina tradicional para el tratamiento de multiples
enfermedades, entre ellas, las gastrointestinales de origen infeccioso que continuan
siendo una de las principales causas de morbilidad en el pais y del Estado de Durango.
Esta situacion se ha visto agravada por el aumento de patdégenos resistentes a
antibidticos, identificados incluso en alimentos de origen animal, o que representa un
desafio sanitario al prolongar la duracién de la enfermedad, complicar los tratamientos

e incrementar los costos asociados a la atencion médica.

Ante esta problematica, resulta prioritario explorar el potencial de especies
vegetales reconocidas en la medicina tradicional mexicana, como Argemone
mexicana, Chenopodium graveolens, Plantago major, Salvia gesneriiflora y Tagetes
lucida, cuya aplicacién en el tratamiento de afecciones del sistema digestivo ha sido
reportada en diversas regiones del pais. Evaluar la actividad biolégica de sus
compuestos frente a cepas patdogenas multirresistentes permitira sustentar
cientificamente su uso ethomédico, ademas de aportar al conocimiento fitoquimico de
estas plantas y sobre su potencial biolégico frente a cepas de importancia clinica,
constituyendo asi una base sdlida para futuras investigaciones y el desarrollo de

nuevas alternativas terapéuticas.
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar los extractos etandlicos de las especies Argemone mexicana,
Chenopodium graveolens, Plantago major, Salvia gesneriiflora y Tagetes lucida de
Durango, para determinar su actividad biolégica como antioxidante y bactericida en

cultivos de enterobacterias resistentes a los antibidticos.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion de fenoles y flavonoides totales por

espectrofotometria.

2. Analizar mediante espectrofotometria la capacidad antioxidante por las
pruebas de ABTS+* y DPPHe.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos por el
método de difusion en pozo.

4. Tipificar los compuestos fendlicos presentes en los extractos etandlicos

a través de cromatografia HPLC-DAD.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencién del material vegetal

Las partes aéreas de Argemone mexicana y la planta completa (hojas, tallos y
raices) de Plantago major fueron obtenidas por colecta en las instalaciones del CIIDIR-
IPN Durango (24° 02' 46" N, 104° 36' 41" O; 1870 msnm), al igual que el tejido foliar
de Salvia gesneriiflora (24° 03' 01" N, 104° 36' 40" O; 1870 msnm). La planta completa
de Chenopodium graveolens se colect6 en un predio ubicado en las afueras de la
ciudad de Durango (24° 05' 24" N, 104° 56’ 00" O; 2410 msnm), mientras que las hojas,
tallos y flores de Tagetes lucida se adquirieron mediante compra en el mercado
“Gomez Palacio” de la ciudad de Durango, México (24° 01' 24" N, 104° 40" 09" O; 1900
msnm). La autenticidad de las especies fue verificada taxondmicamente y un ejemplar

de referencia (voucher) fue depositado en el Herbario CIIDIR-IPN Durango.

4.2 Preparacién del material vegetal y obtencion de extractos
4.2.1 secado y molienda

El material vegetal fue previamente limpiado, descartando impurezas. Se sometio a
secado en estufa de laboratorio por cuatro dias. Tras la deshidratacion, el material se
separd en sus partes morfoldgicas (hojas y capitulos florales, tallos y raices) para su
analisis individual. Se pulverizé en un molino eléctrico y se tamizd con una criba de
malla num. 40 (abertura de 0.42 mm) para obtener un polvo fino y homogéneo. Cada
fraccion se dispuso en bolsas de sellado hermético, etiquetadas y se almacenaron en

un lugar seco y en oscuridad hasta su utilizacién.

4.2.2 Preparacion de los extractos

Entre los factores que influyen en el proceso de extraccion, ademas del tipo de
secado, destaca la seleccion del disolvente. Cuando su polaridad es similar a la del
soluto, se favorece la solubilidad y, en consecuencia, aumenta el rendimiento. El etanol
es un disolvente polar que, al mezclarse con agua en concentraciones superiores al
70% (v/v), modifica su polaridad, permitiendo la extraccion eficiente de una amplia
variedad de compuestos bioactivos tanto hidrofilicos como lipofilicos. Ademas, su uso
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es seguro en productos alimenticios y farmacéuticos. Si bien la eleccion del disolvente
es crucial, la técnica utilizada también desempena un papel fundamental. Una de las
mas innovadoras es la extraccion asistida por ultrasonidos (EAU), cuyo principio se
basa en la cavitacion acustica (20-100 kHz). Este fendmeno genera fuerzas
mecanicas y microturbulencias que rompen las estructuras celulares vegetales,
favoreciendo la liberacion y transferencia de los metabolitos hacia la fase liquida. Entre
sus principales ventajas destacan la reduccion significativa del tiempo de extraccion,
la mayor eficiencia y el bajo costo (Agustina et al., 2023; EI Mannoubi, 2023; Ez Zoubi
et al., 2021; Gonzalez-Silva et al., 2022; Lee et al., 2024).

La extraccion del material vegetal se realizé mediante el método de ultrasonido segun
lo descrito por Negron-Diaz et al. (2024) con ligeras modificaciones. Se utilizé material
vegetal seco (1 g) de cada muestra para la preparacion del extracto y se adicionaron
10 ml de etanol al 80 % (v/v) en un tubo Corning. Las muestras se sumergieron en un
bafno de limpieza ultrasénico (marca AutoScience AS2060B) durante 1 h a 40 kHz y
temperatura ambiente. Después de la extraccion, las mezclas se centrifugaron a 6000
rom durante 10 min y el sobrenadante se decantd en vasos de precipitados (llevados
a peso constante previamente) y se concentraron a sequedad por 48 h en condiciones
de oscuridad. Los productos resultantes se disolvieron en un volumen necesario de

etanol al 80% (v/v) hasta una concentracion final de 100 mg/mL.

4.3 Analisis quimico

La determinacion de los compuestos fendlicos requiere emplear métodos
analiticos que proporcionen informacion sobre su presencia en un extracto vegetal y
obtener una estimacién cuantitativa de su contenido. Debido a su diversidad
estructural, estos fitoquimicos varian significativamente en sus propiedades
fisicoquimicas, lo que dificulta aplicar un solo método para todos ellos (Ignat et al.,
2013). No obstante, en la investigacion de estos metabolitos secundarios, la
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es ampliamente utilizada, dado que el
anillo fendlico absorbe radiacién UV y algunos compuestos fendlicos presentan color,

esta técnica resulta adecuada para su cuantificacion (Aleixandre-Tudo y du Toit, 2019).
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4.3.1 Determinacion de fenoles totales

Es una prueba colorimétrica que permite estimar el contenido total de
polifenoles en un extracto vegetal. Su fundamento radica en la accion reductora de los
compuestos fendlicos, la cual esta influenciada por el numero y la posicion de los
grupos hidroxilo (-OH) y metoxi (-OCH3) en sus moléculas. Por medio de un
mecanismo de transferencia de electrones (SET), los fenoles en medio alcalino
reducen los acidos fosfomolibdico y fosfotungstico del reactivo Folin-Ciocalteu,
formando un complejo azul cuya intensidad, medida a 765 nm, refleja la concentracion
de compuestos fendlicos presentes en la muestra (Figura 13) (Csepregi et al., 2023;
Munteanu y Apetrei, 2021; Pérez et al., 2023).

COOH CcCoO -2 cCoo
Redox reaction
Na,COs5 X reactt
HO OH 10 R R® m e OH
OH P R2 o
Gallic acid (+6) (+5) (+6)
RLR%ZR®=0HorO  2[PMy;040] 2[PMgMgOysol” + 2H*
Yellow Blue

Figura 13. Reaccion redox de Folin-Ciocalteu. Tomado de Dominguez-Lopez et al. (2024).

El acido galico se utiliza habitualmente como estandar para cuantificar el
contenido fendlico en la muestra, expresando los resultados como equivalentes de
acido galico (EAG). Este compuesto se emplea por su alta estabilidad y mayor
absorbancia debido a su estructura molecular, en comparacion con otros fenoles de
referencia, como el acido cafeico, lo que lo convierte en un patron adecuado para este
tipo de determinaciones (Pérez et al., 2023). Entre las ventajas que presenta esta
prueba se encuentran la simplicidad, rapidez, reproducibilidad y robustez, sin embargo,
solo es posible hacer una estimacion en general del contenido fendlico y no una

especifica (Dominguez-Lépez et al., 2024).
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El contenido total de fenoles por el método de Folin -Ciocalteu (F-C) se
determind segun el procedimiento descrito por Singleton y Rossi (1965) con
modificaciones. Para el ensayo, se prepararon alicuotas de cada extracto a diferentes
concentraciones en tubos Eppendorf de 2 mL. Se tomé 100 uL de muestra y se afiadio
500 pL del reactivo F-C 1N (1:10 v/v); la mezcla se homogeneiz6 en vortex y se incubd
a temperatura ambiente (x 25 °C) durante 5 minutos. Posteriormente, se adicion6 400
ML de carbonato de sodio (Na,COs) al 7,5 % (p/v), se agitdé nuevamente y la reaccion
se mantuvo en la oscuridad durante 2 h. La absorbancia se midié a 765 nm en el
espectrofotometro UV-Vis (GENESYS™ 30, Thermo Scientific™), utilizando como
control, una solucion de 100 pL de etanol al 80% (v/v) con 500 yL de F-C y 400 uL de
Na,CO;. Se construydé una curva de calibracion de acido galico como estandar
(Absorbanciazesrm = 10.105 (acido galico) + 0.1347, coeficiente de correlacién r =
0.9938). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico
por gramo de extracto seco (mg EAG/g ES). Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado y los datos se reportaron como media £ desviacidn estandar.

4.3.2 Determinacion de flavonoides totales

El método colorimétrico con cloruro de aluminio (AICI3) se fundamenta en la
formacién de complejos acidos estables entre los iones de aluminio (Al**) y los grupos
funcionales caracteristicos de los flavonoides, principalmente flavonoles y flavonas, los
cuales presentan grupos hidroxilo (-OH) y carbonilo (C=0) en posiciones especificas
de los anillos aromaticos, que permiten la coordinacién con el ion metalico. La reaccién
ocurre principalmente entre el grupo carbonilo en posicion C-4 y los grupos hidroxilo
en C-3 o C-5 del anillo central, asi como entre los grupos orto-dihidroxilo (catecol)

presentes en el anillo A o B (Figura 14).

La formacion del complejo flavonoide—Al** produce una coloracién amarilla cuya
intensidad es proporcional a la concentracion de flavonoides presentes en la muestra,
medido espectrofotométricamente entre 400 a 415 nm. La cuantificacion se realiza a
partir de curvas de calibracién con estandares de referencia como quercetina,
catequina o rutina, siendo el primero uno de los mas utilizados debido a que es uno de

los flavonoles mas comunes presentes en las plantas. Aunque este método se emplea
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de manera extendida para estimar el contenido total de flavonoides, su aplicacion
presenta limitaciones, ya que no permite identificar ni cuantificar de forma individual
los diferentes tipos de estos compuestos en la lectura (Chang et al., 2002; Cornard y
Merlin, 2002; Pekal y Pyrzynska, 2014; Shraim et al., 2021; Sultana et al., 2024).

A) B) {

A=415nm

Incoloro Amarillo
Figura 14. Secuencia de la reaccion del flavonol quercetina. A) se indican en lineas punteadas
azules un grupo -OH en el C-3 del anillo A, un grupo catecol en el anillo B y un grupo C=0 en
el C-4 del anillo C; y B) en presencia de AICI;, los grupos (-OH) se desprotonan, formando
oxianiones (-O~) mas reactivos donde el ion Al** se coordina con estos oxigenos, formando un
complejo metal-ligando estable responsable del color amarillo caracteristico que se mide

espectrofotométricamente 415 nm. Adaptado de Salamanca-Grosso (2022).
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La medicién de flavonoides totales por el método de cloruro de aluminio (AICIs)
se efectué conforme a la reportada por Méndez et al. (2018). Para el ensayo, se
prepararon alicuotas a diferentes concentraciones de los extractos en tubos Eppendorf
de 2 mL. A 400 pL de cada extracto, se adicioné 400 pL de AICIs al 2% (p/v). La mezcla
se agitd vigorosamente y se incubd a temperatura ambiente (£ 25 °C) durante 1 h 30
min en oscuridad. Posteriormente, se midio la absorbancia a 405 nm utilizando un
espectrofotometro UV-Vis (GENESYS™ 30, Thermo Scientific™), utilizando como
control, una solucion de 400 uL de etanol al 80% (v/v) y 400 pL de AICIs. Se construyo
una curva de calibracibn empleando soluciones estandar de quercetina
(Absorbanciasosnm= 23.776 (quercetina) + 0.0596, coeficiente de correlacion r =
0.9978). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina
por g de extracto seco (mg EQ/g ES). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado y los datos se reportaron como media £ desviacion estandar.

4.4 Analisis de la capacidad antioxidante

El andlisis de esta actividad biolégica puede realizarse mediante distintos
métodos, disefiados para un amplio rango de aplicacion o la evaluacion de objetivos
especificos. A pesar de esto, ningun método es absoluto, ya que involucra diferentes
reactivos, sustratos, condiciones experimentales, el tiempo de reaccion, asi como otros
factores (Bessada et al., 2015). En consecuencia, se recomienda que se realicen al
menos dos o tres métodos antioxidantes in vitro diferentes, que permita una evaluacién
mas completa de la actividad de los compuestos analizados (Gulcin y Alwasel, 2023;
Wolosiak et al., 2022).

Respecto a la versatilidad, los métodos mayormente aplicados son los de
ABTS<* y DPPHe, ya que son faciles de reproducir, rapidos, econdmicos y uso de
radicales estables (Christodoulou et al., 2022). El radical ABTS puede emplearse tanto
en solventes organicos como acuosos, a diferencia del DPPH, que es soluble
unicamente en solventes organicos, especialmente etanol. Esta diferencia amplia el

alcance del analisis al permitir la determinaciéon de la actividad antioxidante en
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moléculas de caracter hidrofilico y lipofilico (Cano et al., 2023; Kedare y Singh, 2011;
Wojdyto et al., 2007).

4.4.1 Método ABTS-*

Se basa en la cuantificacion espectrofotométrica del radical catidbnico ABTS*
2,2"-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) que se forma a partir de la
reaccion de la sal amonica ABTS con un agente oxidante, persulfato de potasio,
produciendo un color azul verdoso intenso que presenta maximos de absorcion de
734-744 nm. Al afadir una especie antioxidante donante de hidrogeno (HAT, por sus
siglas en inglés) o de electrones (SET), reducira el radical ABTS+* a su forma neutra,
que es proporcional a la disminucién de la absorbancia y por lo tanto su coloracion
cambiara a un azul claro hasta incoloro (Figura 15). Este método se puede utilizar tanto

para mediciones hidrofilicas como lipofilicas (Cano et al., 2023; Mesa et al., 2011).

50, s 058
S0, s N_ V- antioxidante S0, s ,N:< D/
L A G LA
N CH: N
CH CH

ABTS ABTS?

A=734 nm

Azul verdoso Azul a incoloro

Figura 15. Formacion del radical ABTS-*. Modificado de Mejia-Reyes et al. (2022); Munteanu
y Apetrei (2021).

La actividad bloqueadora del radical catiénico ABTS, acido 2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se determiné de acuerdo con el método desarrollado por
Re et al. (1999) y descrito por Kuskoski et al. (2005) con modificaciones. Se mezclaron
las soluciones acuosas de 5 mL de ABTS (7 mM) con 5 mL de persulfato de potasio
(K2 S2 0s) (2,45 mM). La solucién se incubd a temperatura ambiente (+ 25°C) y en la
oscuridad durante 16 h para formar el radical. Para la solucién de trabajo, 480 pL del

radical formado se diluyeron en 20 mL de etanol absoluto y se homogeneizd por
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ultrasonido durante 10 min. La absorbancia se ajusté a 0.7 + 0.02 a 735 nm mediante
espectrofotometria UV-Vis (GENESYS™ 30, Thermo Scientific™), utilizando etanol
absoluto para calibrar el espectrofotometro y la solucion de ABTS+* como control. Para
el ensayo, se prepararon alicuotas de los extractos a distintas concentraciones en
tubos Eppendorf de 2 mL. Un volumen de 50 yL de muestra se mezclé con 1000 uL
de la solucién de trabajo ABTSe<*. Se agitd vigorosamente y, transcurridos 6 min, se
midioé la absorbancia a 735 nm. Los resultados se expresaron como concentracion
efectiva media (ECso) mg/mL, la cual representa la concentracion del extracto capaz

de inhibir el 50 % del radical ABTS-*, obtenida a partir de la siguiente formula:

ECso = ((Absorbancia control — Absorbancia muestra) / (Absorbancia control)) x 100.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los datos se reportaron como

media * desviaciéon estandar.

4.4.2 Método DPPH-

Se fundamenta en evaluar la capacidad antioxidante usando el radical libre 2,2,-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH+) que se caracteriza por tener un electron sobrante
deslocalizado distribuido a lo largo de toda la molécula lo que le confiere estabilidad, y
permite, por lo tanto, ser usado en ensayos antioxidantes (Kedare y Singh, 2011). La
deslocalizacion del electréon hace que adquiera un color violeta intenso con una

absorciéon de 517 nm (Gulcin y Alwasel, 2023).

El radical DPPH-« es susceptible al ser mezclado con una sustancia antioxidante
(AOH) que done un atomo de hidrégeno, produciéndose una reaccién primaria como

se muestra en la Figura 16:
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[DPPH*] + [AOH] —— [DPPH-H] + [AO*]

A=517 nm

violeta intenso amarillo

Figura 16. Reduccién del radical DPPHe. Modificado de Guija-Poma et al. (2015); Munteanu y
Apetrei (2021).

En consecuencia, se obtiene una forma reducida del radical (DPPH-H) donde la
solucion cambia gradualmente de violeta a amarillo, lo que se refleja en una
disminucién de la absorbancia (Guija-Poma et al., 2015). Los agentes antioxidantes
pueden usar mecanismos de transferencia de atomos de hidréogeno (HAT) o la
transferencia de un solo electron seguida de la transferencia de protones (SET-PT),
aunque no esta claro si solo usan uno o varios (Gulcin y Alwasel, 2023). El método
DPPH presenta la ventaja de ser un compuesto radical estable y no necesita generarse

a comparacion de otros (Silva et al., 2024).

Se evalud la capacidad antioxidante de los extractos etandlicos por medio del
método de Brand—Willians et al. (1995) que mide la capacidad bloqueadora del radical
libre 2,2,-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), de acuerdo con el reportado por Villanueva et
al. (2010) con ligeras modificaciones. EI radical libre DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) se obtuvo mezclando el reactivo DPPH (394.32 g/mol) en etanol
absoluto y se llevd a una concentracién final de 6x10° mol/L en condiciones de
oscuridad. Se homogeneizo por ultrasonido durante 10 min. Posteriormente, se ajusto
la absorbancia de la soluciéon a 0.7 £ 0.05 a 515 nm por medio de un espectrofotdmetro
UV-Vis (GENESYS™ 30, Thermo Scientific™), utilizando etanol absoluto para calibrar

el espectrofotometro y la solucion de DPPH+ como control.
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El ensayo se efectud utilizando alicuotas de los extractos etandlicos a distintas
concentraciones en tubos Eppendorf de 2 mL. Se tomé 25 pL de muestra'y 975 uL de
solucion DPPHse, la mezcla se agit6 vigorosamente y se incubd en la oscuridad por 30
min. Luego, se realizd la lectura a 515 nm. Los resultados obtenidos se reportaron
como concentracion efectiva media (ECs,), definida como la concentracion de extracto

capaz de inhibir el 50% del radical DPPH+ mediante la formula:

ECso = ((Absorbancia control — Absorbancia muestra) / (Absorbancia control)) x
100. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los datos se reportaron

como media + desviacion estandar.

4.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Los ensayos in vitro constituyen un paso preliminar fundamental para evaluar el
efecto de los extractos vegetales en el crecimiento microbiano. Entre los diversos
meétodos disponibles en el laboratorio, uno de los mas utilizados es el de difusién en
pozo. Este se basa en la capacidad de un agente de prueba, como un extracto, para
desplazarse a través de un medio sdlido (agar) previamente inoculado con el
microorganismo de interés. En la superficie del agar se perforan pozos de
aproximadamente 6 mm de diametro y 3 a 4 mm de profundidad, empleando un
sacabocados estéril. Durante la incubacidon, bajo condiciones controladas de
temperatura y tiempo, el agente depositado en el pozo se propaga radialmente desde
el punto de aplicacion, estableciendo un gradiente de concentracion en el medio.
Cuando el agente de prueba presenta actividad antimicrobiana, se observa una zona
clara de inhibicion alrededor del pozo, lo que permite obtener informacion cualitativa
sobre su efecto relativo frente al microorganismo evaluado. Al ser un protocolo
estandarizado, garantiza resultados relativamente consistentes, lo que facilita la
comparacion de resultados entre diferentes estudios y laboratorios. Ademas, ofrece un
filtrado preliminar para identificar las muestras mas destacadas, convirtiéndolo en un
método rapido y econdmico frente a otros (Balouiri et al., 2016; Gonzalez-Pastor et al.,
2023; Hossain, 2024; Horvath et al., 2016; Ramirez y Marin-Castano, 2009).
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La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos se desarroll6 en
distintas etapas: Inicialmente, se realizé la activacion y conservacion de las cepas
bacterianas para su posterior utilizacion. Después, se prepararon los materiales
requeridos para los bioensayos, lo que incluyo la preparacién de las cepas para stock
de trabajo y a partir de éste, la preparacion del in6culo y de las placas Petri para cada
prueba. Finalmente, se llevaron a cabo los bioensayos mediante el método de difusion
en pozo y la determinacion de la susceptibilidad a los antibidticos de las cepas de

prueba por antibiograma.

4.5.1 Cepas bacterianas

Para asegurar la calidad de los resultados del ensayo se utilizaron cepas
bacterianas de referencia ATCC (American Type Culture Collection, por sus siglas en
inglés). Estas fueron: Staphylococcus aureus (ATTCC 29213), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Klebsiella pneumoniae (ATCC BAA-2146), Acinetobacter
baumannii (ATCC 19606), Pseudomonas aeruginosa (ATCC BAA-3144),
Enterococcus faecium (ATCC 29312) y Escherichia coli ATCC 25922). Todas fueron

proporcionadas por el laboratorio de microbiologia CIIDIR-IPN Unidad Durango.

4.5.2 Subcultivo y preservacion del cepario de trabajo

Siguiendo el método de subcultivo periddico descrito por Burguet (2021), se
mantuvo la pureza y viabilidad de las cepas bacterianas. A partir de cultivos
conservados en Agar Soya Tripticaseina (TSA) inclinado, se procedioé a realizar la
activacion de cada cepa. Con una asa calibrada, se tomé una colonia aislada del
microorganismo y se inoculd por agitaciéon en un tubo de ensayo con 8 mL de caldo
Infusion Cerebro Corazon (BHI, por sus siglas en inglés). Se incubo en estufa a 37 + 2
°C por 24 h. Tras su crecimiento, se emplearon placas Petri con medios de cultivo
selectivos para el aislamiento y purificacion de las bacterias: Agar Eosina-Azul de
Metileno (EMB) para A. baumanniiy K. pneumoniae; Agar Baird Parker (ABP) para S.
aureus; Agar Bilis Esculina (ABE) para E. faecium y Agar MacConkey (AMC) para E.
coli, S. typhi y P. aeruginosa. Se inocularon 0.1 mL de la suspension bacteriana del

caldo BHI sobre la superficie del agar selectivo mediante la técnica de estria cruzada.
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Las placas se incubaron a 37 + 2 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias
desarrolladas. Seguidamente, con un asa estéril se tomo6 una colonia aislada y se
resembro en tubos inclinados con Agar Soya Tripticaseina (TSA) mediante estria en
zigzag. Los tubos se incubaron nuevamente a 37 + 2 °C durante 24 h. Finalmente, las
cepas obtenidas por duplicado fueron etiquetadas y conservadas en refrigeracion a 4

°C hasta su utilizacion.

4.5.3 Evaluacién de la actividad antibacteriana por difusion en pozo

4.5.3.1 Cultivo de cepas en agar Miller-Hinton para stock de trabajo

Se establecié un stock de las cepas en agar Muller-Hinton con el objetivo de
prevenir contaminacion cruzada durante los ensayos de evaluacién antimicrobiana.
Para ello, se tomdé una colonia aislada de cada cepa (previamente conservadas en
tubos con agar Soya Tripticaseina) con un asa calibrada estéril y se inocul6 por estria
en tubos inclinados con agar M-H. Los tubos fueron etiquetados con la cepa
correspondiente y se incubaron a 37 + 2 °C durante 24 h. Posteriormente fueron

conservados en refrigeracion a 4 °C hasta su uso unico en cada ensayo.

4.5.3.2 Preparacion del inéculo

Se prepararon tubos de ensayo con 5 mL de caldo Miuller-Hinton, conforme a
las instrucciones del fabricante. Los tubos con el medio liquido se llevaron a
esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 15 min. Una vez finalizado el ciclo, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente (x 25 °C) y se sometieron a control de
esterilidad en estufa durante 24 h. Tras confirmar la ausencia de contaminacioén, en
condiciones asépticas dentro de la campana de flujo laminar, se procedidé a la
inoculacion de los tubos utilizando una colonia aislada de cada cultivo conservado en
agar M-H. Con un asa estéril, la colonia se transfirié al medio liquido y se agité hasta
obtener una suspensién homogénea. Los tubos se incubaron a 37 + 2 °C durante 24
h.
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4.5.3.3 Preparacion de las placas Petri

El agar Miller-Hinton se preparé siguiendo el procedimiento del fabricante. Se
llevd a esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 15 min. Tras enfriarse a
aproximadamente 45-50 °C, se vertid en placas estériles de plastico hasta una
profundidad de 5§ mm de grosor, bajo condiciones asépticas en la campana de flujo
laminar. Las placas se dejaron solidificar a temperatura ambiente (x 25 °C) y se
sometieron a control de esterilidad en estufa de forma invertida a 37 + 2 °C durante 24
h.

4.5.3.4 Prueba de difusion en pozo

La actividad antimicrobiana de los extractos fue evaluada por el método de
difusion en pozo de Tagg y McGiven (1971) con modificaciones. Para el ensayo, se
realizaron cuatro pozos de 6 mm de diametro en la superficie del agar M-H de las
placas Petri, utilizando puntas de micropipeta estériles, bajo condiciones asépticas en
la campana de flujo laminar. En cada pozo se depositaron 50 uL de cada concentracion
del extracto (desde 150-300 mg/mL y 300-1000 mg/mL) y se permitio la evaporacion
del etanol durante 30 min a temperatura ambiente (+ 25 °C). Para la estandarizacién
del in6culo bacteriano, cada cepa previamente cultivada en caldo M-H, se suspendid
con una pipeta Pasteur estéril a un tubo de ensayo con 10 mL de solucion reguladora
de fosfatos (0.1 M, pH 7.0 £ 0.3), hasta ajustar la turbidez al estandar 0.5 de McFarland
(1.5 x 108 UFC/mL) utilizando un patrén de turbidez de equivalencia McFarland (Remel
Thermo Scientific™). La suspension se homogenizé en vortex y posteriormente se
inoculd 0.1 mL sobre la placa con agar con los extractos en los pozos, distribuyéndose
mediante la técnica de extension con la ayuda de un asa de Digralsky de cristal estéril.
Se incubd en posicion invertida a 37 £ 2 °C durante 24 h. Como control positivo, se
utilizaron dos antibidticos de referencia: ampicilina (disco 10 ug) para bacterias Gram
positivas y amikacina (disco 30 pg) para bacterias Gram negativas. El solvente
utilizado para la disolucién del extracto se empleé como control negativo utilizando 50
ML de etanol al 80 % (v/v) depositados en 4 pozos dejandolo evaporar completamente
antes de la incubacion. Los halos de inhibicién se midieron con uso de un verniery los

resultados se expresaron en mm de diametro. Todas las determinaciones se realizaron
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por triplicado para cada extracto y los datos se reportaron como media + desviacion

estandar.

4.5.3.5 Prueba de susceptibilidad de las cepas de ensayo a antibiéticos

Se utilizé un antibiograma multidiscos (marca IDLAB) por el método de difusién
en disco, segun lo establecido por Herrera (1999). Para el ensayo, se estandariz6 el
in6culo bacteriano (previamente cultivado en caldo Muller-Hinton). Se suspendié en un
tubo de ensayo con 10 mL de solucion reguladora de fosfatos (0.1 M, pH 7.0 £ 0.3)
hasta alcanzar una turbidez equivalente al estandar 0.5 de McFarland (1.5 x 102
UFC/mL) usando un patrén de turbidez de equivalencia McFarland (Remel Thermo
Scientific™). Luego se homogenizé la suspension en vortex y se deposité 0.1 mL del
in6culo estandarizado sobre la superficie de una placa con agar M-H. Con un asa
Digralsky estéril, se extendi6 homogéneamente por toda la superficie hasta su
absorcidon. En seguida, se coloco un antibiograma con 12 multidiscos para bacterias
Gram positivas y Gram negativas (Tabla 6). Con ayuda de una pinza estéril se
presionaron suavemente hasta que quedaran adheridos sobre la superficie de agar.
La placa se incubo a 37°C en estufa por 24 h. Los halos se midieron con un vernier y

se expresaron en mm de diametro.
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Tabla 6. Antibiéticos empleados en el ensayo de susceptibilidad por difusiéon en disco (mm).

Gram positivas Gram negativas
Antibiético Concentracién Antibiético Concentraciéon

Ampicilina (AM) 10 ug** Amikacina (AK) 30 pg**
Cefalotina (CF) 30 pg** Ampicilina (AM) 10 ug**
Cefotaxima (CFX) 5 ug** Carbenicilina (CB) 100 pg**
Ciprofloxacino (CPF) 5 ug** Cefalotina (CF) 30 pg**
Clindamicina (CLM) 30 pg** Cefotaxima (CFX) 30 pg**
Dicloxacilina (DC) 1 ug** Ciprofloxacino (CPF) 5 ug**
Eritromicina (E) 15 pg** Cloranfenicol (CL) 30 pg**
Gentamicina (GE) 10 ug** Gentamicina (GE) 10 ug**
Penicilina (PE) 10 U* Netilmicina (NET) 30 pg**
Tetraciclina (TE) 30 pg** Nitrofurantoina (NF) 300 pg**
Sulfametoxazol/ Norfloxacino (NOF) 10 ug**
Trimetoprim (STX) 25 ug**

Vancomicina (VA) 30 pg** Sulfametoxazol/ 25 ug**

Trimetoprim (STX)

Nota. * U equivale a Unidades de penicilina, ** pug equivalente a microgramos de antibiético.

4.6 Analisis por cromatografia HPLC-DAD

A diferencia de los métodos basados en espectrofotometria, la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) permite una determinacion
cualitativa y cuantitativa mas precisa de los polifenoles y es uno de los mas utilizados
para el analisis de estos compuestos, ya que ofrece ventajas como alta selectividad,
resolucion, precision y sensibilidad (Sik et al., 2022). Se fundamenta en la separacion,
identificacion y cuantificacion de los compuestos presentes en una mezcla mediante
su paso a través de una fase estacionaria y una fase mévil. La separacion ocurre en
funcidon de las interacciones fisicoquimicas de los analitos con ambas fases, lo que
origina distintos tiempos de retencion caracteristicos para cada compuesto. Al
acoplarse a un detector de arreglo de diodos permite registrar simultaneamente la
absorbancia de los compuestos eluidos en un amplio rango espectral (190-800 nm),
generando para cada pico cromatografico un espectro UV-Visible caracteristico. Esto

posibilita tanto la identificacién de los compuestos por comparacion espectral con
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patrones de referencia, como su cuantificacién mediante la absorbancia a longitudes

de onda especificas (Badri et al., 2023; Ignat et al., 2013).

La tipificacion de los compuestos presentes en los extractos se llevéd a cabo por
el método en gradiente de acuerdo con lo descrito por Mizzi et al. (2020) con ligeras
modificaciones. Para el ensayo, se prepararon alicuotas de los extractos etandlicos al
80% (v/v) a una concentracién de 100 mg/mL y se filtraron (tamafio de poro 0,45 pm).
Las muestras se analizaron en un equipo HPLC-DAD PerkinElmer® Series 200 con
detector UV de arreglo de diodos (UV-DAD), columna Perkin Elmer Brownlee
Analytical C18 (4.6 x 250mm, 5um de poro). Se utilizé como fase A agua acidificada
con acido fosforico (0.09% v/v) y como fase B acetonitrilo. El tiempo total de ejecucion
del método fue de 60 min, la velocidad de flujo fue de 0.8 mL/min a una temperatura
ambiente (£ 25 °C). Mediante un arreglo de diodos PerkinElImer® Series 200, se
obtuvieron espectros UV-Vis (de 200 y 400 nm) con picos resueltos en los
cromatogramas de HPLC de cada uno de los compuestos a longitudes de onda de 220
y 380 nm. La identificacion cualitativa de los compuestos presentes en los
cromatogramas se efectué comparando sus tiempos de retencion (TR) y espectros UV

con la informacion reportada por Campos y Markham (2007) y Mabry et al. (1970).

4.7 Analisis estadistico

Todos los ensayos se efectuaron por triplicado para cada una de las cinco
especies vegetales estudiadas. Los datos obtenidos, incluyendo rendimiento de
extraccion, la determinacion de fenoles totales, flavonoides totales, la capacidad
antioxidante (ABTS<* y DPPH¢) y la evaluaciéon de la actividad antimicrobiana se
expresaron como media + desviacion estandar de tres determinaciones
independientes. Los calculos y las graficas se realizaron utilizando Microsoft Excel
version 2504 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EE. UU.).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Rendimiento de extraccion

La extraccién asistida por ultrasonido mostré una alta eficiencia en el
rendimiento de extraccion de los extractos etandlicos como se muestra en la Tabla 7.
Los rendimientos mas altos fueron para las partes foliares de las cinco especies
vegetales que oscilan entre 0.20 - 0.15 g/g de Muestra Seca, en cuanto a los tallos, se
observé en general un rendimiento mas bajo (0.15 — 0.07 g/g MS). Sin embargo, las
partes radiculares mostraron rendimientos mas altos que los tallos (0.21 — 0.13 g/g
MS).

Estos resultados se pueden explicar debido a las diferencias estructurales de
los 6rganos vegetales. Las hojas poseen una estructura mas blanda y de menor grado
de lignificacion que los tallos, que tienen paredes secundarias engrosadas, entre ellas,
fibras y otros elementos lignificados para brindar soporte mecanico a la planta. En las
raices, el grado de lignificacibn es menor debido a que predomina la corteza
parenquimatica cuya funcién principal es absorber agua y nutrientes, y almacenar
metabolitos (Esau, 1982; Taiz y Zeiger, 2002). Esta menor lignificacion favorece la
ruptura de las paredes celulares y la penetracion del solvente, facilitando la liberacion
de metabolitos secundarios a través de la cavitacion generada por el bafio de

ultrasonido (Malpica-Acosta et al., 2024).

5.2 Analisis del contenido fendlico total y flavonoides totales

Se determiné el contenido de fenoles totales (TPC, por sus siglas en inglés) y
el contenido de flavonoides totales (TFC) en las cinco especies estudiadas, y los
resultados se muestran en la Tabla 7. En general, las partes aéreas presentaron
mayores concentraciones en comparacion con los tallos y raices, con excepcion de
Plantago major, en la cual los valores mas altos se registraron en la parte radicular,
seguido de las hojas. En todas las especies, los tallos mostraron los contenidos mas
bajos en estas determinaciones, debido a que su funcién principal es la de brindar
estructura a la planta, ademas de que tienen mas xilema y floema lignificados, con

menor capacidad biosintética.
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Los resultados determinados en las partes aéreas de Argemone mexicana
muestran un contenido considerable de fenoles totales (95.78 + 7.06 mg EAG/q).
similar al evaluado por Haruna et al. (2019) que calcularon 91,55 £ 0,21 mg de EAG/g
en extractos metandlicos. Por otra parte, es superior a los reportados por Khan y
Bhadauria (2019) con 20.89 + 0.89 mg EAG/g y Goel et al. (2022) quienes registraron
30.90 + 1.29 mg EAG/g, cabe destacar que en los dos estudios también fueron en
extractos metandlicos de las hojas de A. mexicana. A diferencia estos, el valor de
flavonoides totales en esta determinacion fue de 14.37 + 0.22 mg EQ/g, mas bajo que
los documentados por los autores mencionados con 30.59 + 1.27 mg EQ/g y 36.08
0.43 mg EQ/g, respectivamente. Estas diferencias pueden explicarse por la posible
formacion de complejos de algunos compuestos fendlicos en el extracto que son

solubles en metanol (Do et al., 2014).

En Chenopodium graveolens, se determind un contenido total de fenoles (TPC)
de 91.01 £ 5.03 mg GAE/g y un contenido total de flavonoides (TFC) de 88.40 + 4.27
mg EQ/g. Estos valores podrian asociarse a la presencia de &acidos fendlicos vy
derivados, asi como flavonoides: flavonoles y glicésidos que han sido previamente
aislados en otras especies del género Chenopodium en el estudio de Kokanova-
Nedialkova et al. (2009).
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Tabla 7. Rendimiento de extraccion, Fenoles totales (TPC), Flavonoides totales (TFC), Concentracion efectiva al 50% de ABTS y

DPPH.
Especie vegetal Parte Rendimiento TPC TFC ABTS* DPPH*
e} (mg EAG/g Es) (mg EQ/g Es) (ECs0o mg/mL) (ECs0 mg/mL)
Argemone Parte foliar 0.20 +0.02 95.78 + 7.06 1437 +0.22 0.1280.00 0.4090.00
mexicana
Partes aéreas 0.09 £ 0.01 91.01 +5.03 88.40 + 4.27 0.122 +0.00 0.390 + 0.02
Chenopodium Tallos 0.07 +0.03 19.61 + 0.94 18.55 + 0.91 0.183 +0.00 1.081 + 0.00
graveolens
Parte radicular 0.13 +0.02 19.40 + 0.39 7.56 +0.12 0.330 + 0.00 2.663 + 0.00
Parte foliar 0.15 + 0.04 79.50 + 4.76 31.06 + 0.44 0.087 +0.00 0.219 £ 0.00
Plantago major Tallos 0.15 + 0.02 2313 +1.11 7.38+0.35 0.312 +0.00 0.531 £ 0.00
Parte radicular 0.21 +0.01 137.42 + 11.46 466 +0.73 0.055 + 0.00 0.175 +0.02
Salvia Parte foliar 0.19 +0.02 75.15 + 6.34 4151 +0.59 0.029 + 0.01 0.112 £ 0.00
gesneriiflora
Tagetes lucida  Partes aéreas 0.17 £ 0.01 188.86 + 15.73 157.99 + 8.61 0.016 + 0.00 0.065 + 0.00
Tallos 0.09 +0.03 83.26 + 4.70 50.28 + 1.00 0.033 + 0.00 0.104 + 0.00
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La especie de Plantago major mostrd resultados significativos en las dos
determinaciones. En las partes aéreas se obtuvieron 79.50 + 4.76 mg EAG/g para
fenoles totales y 31.06 + 0.44 mg EAG/g para flavonoides totales. Estos resultados son
superiores a los reportados por Beara et al. (2009) que obtuvieron 42.62 + 1.04 mg
EAG/gen TPCy 5.31 £ 0.80 mg QE/g en TFC en los extractos metandlicos al 80% de
las hojas de P. majory similares conforme a lo sefialado por Gozcl y Atmaca (2025)
con valores para TPC de 46.02 + 0.48 mg EAG/gy TFC de 12.86 £ 1.27 mg QE/g en
extractos metandlicos al 70% de hojas. La diferencia de cantidades se debe a las

técnicas de extraccion y el tipo de solvente empleado.

Si bien las partes aéreas han recibido amplia atencion en estudios previos, no
se dispone de informacién sobre el contenido total de fenoles y flavonoides en raices.
En este estudio resulta interesante notar un valor significativo en el tejido radicular de
P. major, donde se obtuvo un TPC de 137.42 + 11.46 mg EAG/g, lo que refleja una
elevada concentracion de compuestos fendlicos en el extracto, mientras que el TFC
fue de 4.66 + 0.73 mg EQ/g. Bouali et al. (2024) reportaron tres subclases de
flavonoides y un acido hidroxicinamico en extractos etandlicos al 40 % de raices, lo

cual podria explicar la proporcidén sobresaliente en este estudio.

El estudio fitoquimico de gran parte del género Salvia en México, permanece
aun poco explorado. Para la parte foliar de S. gesneriiflora se obtuvo un contenido
fendlico total de 75.15 £ 6.34 mg EAG/g y 41.51 £ 0.59 mg EQ/g de flavonoides totales.
Cuevas-Morales et al. (2024) mencionan la presencia mayoritaria de acidos fendlicos
y subclases de los flavonoides como flavonas y flavonoles en el género. Esto sugiere
que los resultados de TPC y TFC pudieran estar asociados a la presencia de estos

compuestos.

El mayor contenido fendlico se observo en las partes aéreas de Tagetes lucida
(188.86 £ 15.73 mg EAG/Q), junto con un alto contenido de flavonoides (157.99 + 8.61
mg EQ/g), estos resultados sugieren que, la cantidad de compuestos fendlicos
altamente polares (acidos fendlicos y algunos tipos de flavonoides principalmente) que
puedan estar presentes en el extracto etandlico, contribuyen a la cantidad obtenida.

Lizama et al. (2016) sefialaron una alta concentracion de TPC en extractos
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hidroalcohdlicos al 30 % de hojas y ramas. Aunque las unidades difieren, los autores
indican la relacion entre la cantidad de estos compuestos con el tipo de solvente
utilizado en la extraccion. Céspedes et al. (2006) aislaron siete cumarinas (compuestos
fendlicos de los fenilpropanoides) y tres flavonoles presentes en extractos metandlicos
de las partes aéreas de T. lucida que podrian vincularse con el contenido de TFC en

este estudio.

5.3 Actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de las
partes vegetales analizadas en las cinco especies, fue consistente con la cuantificacion

de fenoles y flavonoides totales como se puede observar en |la Tabla 7.

Las determinaciones de la actividad antioxidante en el extracto etandlico de la
parte foliar de Argemone mexicana fue de ECso asts 0.128 + 0.00 mg/mL (equivalente
a 128 yg/mL) y ECso pppH de 0.409 £+ 0.00 mg/mL. Estos datos fueron superiores a los
reportados por Sharath et al. (2022) con un ECso pppH de 29.33 + 0.17 pg/ mL en
extracto etandlico, lo que indica que el extracto analizado en dicho estudio presenté
una mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPH. En cuanto a los
determinados por Elizondo-Luevano et al. (2024) estos fueron similares, con un ECso
ABTs de 158,99 + 5,65 pg/ mL y ECso prpH de 565,98 £ 17,60 ug/ mL en extractos

metandlicos de las hojas.

La evaluacién de esta actividad en Chenopodium graveolens mostré actividad
antioxidante mas alta en las partes aéreas que sus tallos y raices como se ve en la
Tabla 7. Se obtuvo un ECso asts de 0.122 + 0.00 mg/mL y ECso poppH de 0.390 £ 0.00
mg/mL, respectivamente. Esto concuerda con el calculo del contenido fendlico y de
flavonoides totales, lo que explica la actividad que ejercen los biocompuestos
presentes en las hojas. De acuerdo con Alvarez-Ospina et al. (2012) aislaron tres
flavonoides pinocembrina, crisina y pinostrobina como los principales componentes en
C. graveolens y que han estado involucrados en diversas bioactividades
antihelminticas, antiespasmadicas y antisépticas (Camacho et al., 1991; Meckes et al.,
1998).
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La capacidad antioxidante en el extracto etandlico de las hojas de Plantago
major en ABTS (0.087+ 0.00 mg/mL) y en DPPH (0.219 + 0.00 mg/mL) fue superior al
reportado por Gozcu y Atmaca (2025) quienes obtuvieron ECso ats de 46.74 + 2.53
pMg/mL y ECsoppprde 127.33 + 1.07 pg/mL. En contraste, los extractos de las raices de
P. major desempefaron mayor capacidad antioxidante obteniendo valores de ECso
ABTs 0.055 + 0.00 mg/mL y ECsoppprHde 0.175 £ 0.00 mg/mL, cuyos resultados pueden
estar relacionados directamente, con la elevada concentracion del contenido fendlico
en el tejido radicular. Estos compuestos son los principales responsables de neutralizar
radicales libres (ROS), acumulandose y regulando procesos fisioldgicos en hojas,
raices y estomas en las plantas para hacer frente al estrés biético y abidtico (Reshi et
al., 2023). En la investigacion realizada por Tinkov et al. (2016) se observo que las
partes radiculares de tres especies de Plantago contenian varios polifenoles con
propiedades quelantes de metales lo que se relaciona con el poder antioxidante.
Ademas, esta capacidad esta vinculada con las propiedades antiproliferativas en las
raices de esta planta como lo reporta Rahamooz-Haghighi et al. (2021) y capacidad

antimicrobiana (Rahamooz-Haghighi y Sharafi, 2025).

Con respecto a Salvia gesneriiflora, la actividad bloqueadora de radicales libres
en este estudio en ABTS fue de EC500.029 + 0.01 mg/mL y en DPPH ECs0de 0.112
0.00 mg/mL. Dichos valores mostraron menor capacidad antioxidante a los reportados
por Gémez-Rivera et al. (2018) donde registraron un ECso asts 2.37 £ 0.6 pg/mL y un
ECso oprH de 1.16 £ 1.08 ug/mL en extractos metandlicos de hojas de esta especie.
Estos resultados son consistentes con la relacion entre la presencia de algunos
compuestos y la capacidad antioxidante que mostraron. El género Salvia posee una
importante diversidad de compuestos (compuestos fendlicos, flavonoides,
terpenoides) que se ha reportado que presentan actividad biolégica como antioxidante,
antiinflamatoria, antiprotozoaria, bactericida y/o bacteriostatica, solo por nombrar

algunas (Zhumaliyeva et al., 2023).

Es destacable la capacidad antioxidante que exhibié el extracto de partes
aéreas y capitulos florales de Tagetes lucida en esta evaluacion. Se observaron
valores de ECsp asTs 0.016 £ 0.00 mg/mL y un ECso0 pppH de 0.065 £ 0.00 mg/mL. En
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estudios previos, Regalado et al. (2011) determinaron la capacidad inhibitoria del
radical DPPH donde obtuvieron un ECs0 1.4 £ 0.3 mg/mL en aceite esencial de hojas
y capitulos florales. Por otro lado, Aquino et al. (2002) determinaron un ECs, = 6.4
pg/mL para el extracto n- butilico de T. lucida. La actividad antioxidante observada en
los valores de este estudio y los reportados en estudios previos, indica que todos los
solventes empleados fueron eficaces para extraer compuestos con capacidad
reductora, aunque con variaciones en la intensidad de la respuesta segun la polaridad

del solvente.

5.4 Prueba de resistencia a antibioticos

La evaluacion revelo distintos grados de resistencia entre las cepas evaluadas. K.
pneumoniae mostrdé multirresistencia, mientras que S. aureus, S. typhiy P. aeruginosa
presentaron sensibilidad parcial. Las cepas A. baumannii, E. faecium 'y E. coli fueron

las mas sensibles a los antibidticos probados (Tabla 8 y 9).

Los halos de inhibicion que presentaron las cepas bacterianas a los antibioticos
de ampicilina y amikacina se usaron como control positivo para los ensayos de

actividad antimicrobiana de los extractos.
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Tabla 8. Susceptibilidad de las cepas de prueba Gram positivas determinada por

difusién en disco (mm de diametro).

Antibiético Concentracién E. faecium ATCC 29312 S. aureus ATCC 29213
Ampicilina (AM) 10 pg** 13.0 15.0
Cefalotina (CF) 30 pg** 15.0 17.0
Cefotaxima (CFX) 5 pg** S e
Ciprofloxacino (CPF) 5 ug** 20.0 e
Clindamicina (CLM) 30 pg** 13.0 S
Dicloxacilina (DC) 1 ug** S S
Eritromicina (E) 15 pg** 20.0 i
Gentamicina (GE) 10 pg** e 10.0
Penicilina (PE) 10 U* 20.0 20.0
Tetraciclina (TE) 30 pg** 13.0 e
Sulfametoxazol/ 25 ug** 20.0 20.0
Trimetoprim (STX)

Vancomicina (VA) 30 pg** 18.0 20.0

Nota. *U equivalente a Unidades de penicilina, **ug equivalente a microgramos de antibiético, *** no presenté inhibicién.

Tabla 9. Susceptibilidad de las cepas de prueba Gram negativas determinada por

difusién en disco (mm de diametro).

Antibiético Concentracion ‘X:é'é"fé"é’é'éi ATC% ;ggzz K.:-Ir_)cegn;:‘r‘)é'ae PA?r(ggg;ma ATCS(‘: t1yf:2i3
Amikacina (AK) 30 ug* 20.0 -** e 17.0 12.0
Ampicilina (AM) 10 pg* 17.0 - - - -
Carbenicilina (CB) 100 pg* 20.0 16.0 - 30.0 13.0
Cefalotina (CF) 30 ug* - 12.0 - - -
Cefotaxima (CFX) 30 ug* 20.0 20.0 - 250 -
Ciprofloxacino (CPF) 5 ug* Ch - - 20.0 Ch
Cloranfenicol (CL) 30 yg* 20.0 13.0 - - 19.0
Gentamicina (GE) 10 pg* 17.0 15.0 - 20.0 15.0
Netilmicina (NET) 30 pg* e 16.0 e 20.0 i
Nitrofurantoina (NF) 300 pg* 20.0 16.0 - - 19.0
Norfloxacino (NOF) 10 pg* 15.0 16.0 - 25.0 12.0
Sulfametoxazol/ 25 ug* 25.0 18.0 - - 17.0

Trimetoprim (STX)

Nota. *ug equivalente a microgramos de antibiético, ** no presenté inhibicion.
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5.5 Actividad antimicrobiana de los extractos de las plantas de estudio

El extracto etandlico al 80% de las partes vegetales de las cinco especies fueron
evaluadas por su actividad antimicrobiana frente a bacterias resistentes a antibiéticos
ATCC Gram positivas (E. faecium 29312, S. aureus 29213) y Gram negativas (E. coli
25922, S. typhi 14028 K. pneumoniae BAA-2146, A. baumannii 19606, P. aeruginosa

BAA-3144) mediante el método por difusién en pozo.

De acuerdo con los resultados, las concentraciones de los extractos iniciaron
desde 150 a 300 mg/mL, sin embargo, a excepciéon de la parte radicular de Plantago
major que mostré actividad a esas concentraciones, la parte foliar de Salvia
gesneriiflora y las partes aéreas de Tagetes lucida mostraron actividad desde las
concentraciones de 300 hasta 1000 mg/mL, respectivamente. Las cepas E. coliy S.
typhi no fueron sensibles a ninguno de los extractos vegetales. A partir de esta prueba,
se descartaron las especies de Argemone mexicana, Chenopodium graveolens y otras
partes vegetales que no presentaron actividad en ninguna de las concentraciones

probadas.

Los resultados de los valores de los halos de inhibicibn en mm se muestran en
la Tabla 10. La parte radicular de P. major tuvo un mayor poder de inhibicién formando
un halo de 15.0 £ 0.0 mm de diametro en la cepa E. faecium a una concentracion de
300 mg/mL equivalente al antibiético de control ampicilina, que en la misma bacteria
mostré un halo de 15.0 mm (Figura 17A). En la cepa S. aureus a la misma
concentracion mostré una zona de inhibicion de 12.7 £+ 0.6, similar al del antibiético de
control (13.0 mm). (Figura 17C). Esta especie fue la unica que tuvo actividad en A.
baumannii (Figura 17B), observando un halo de inhibicion de 13.0 = 0.0mm,

ligeramente menor que el control de amikacina (17 mm).
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Figura 17. Pruebas de difusion en pozo del extracto de la raiz de Plantago major. A) placa con

la cepa E. faecium; B) cepa A. baumannii y; C) cepa S. aureus.

Rahamooz-Haghighi y Sharafi (2024) probaron la eficacia antibacteriana de los
extractos en diclorometano de las raices de P. major por difusién en disco, la mayor
actividad se observo frente a S. paratyphi (Gram negativa), con un halo de inhibicion
de 18.00 £ 1.4 mm a una concentracion de 100 mg/mL. En contraste, en el presente
estudio la concentracibn mas baja que mostré actividad frente a las tres cepas
evaluadas fue de 150 mg/mL, sin embargo, estas diferencias se deben entre otros
factores al tipo de solvente utilizado. Cabe destacar que, aunque la mayoria de los
estudios sobre P. major se centran en las hojas, en esta investigacion dichas partes

vegetales no presentaron actividad antibacteriana.
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diametro).
Halos de inhibicién
Especie Parte Concentracion S. aureus K.pneumoniae  A. baumannii  P. aeruginosa  E. faecium
vegetal (mg/mL) ATCC 29213 ATCC 2146 ATCC 19606 ATCC BAA-3144 ATCC 29312
300 12.7 £ 0.6 - 13.0+£0.0 -* 15.0+£0.0
Plantago major Parte radicular 250 12.0 £ 0.0 - 11.310.6 R 14.0 £ 0.0
200 11.0£0.0 -* 9.0+£0.0 -* 123+ 0.5
150 9.0+£0.0 -* 85107 -* 11.0+£1.7
1000 11.8+0.5 -* -* - 10.3+ 01
Salvia Parte foliar 750 11.4+0.9 - - -* 9.9+0.1
gesneriiflora 500 975+03 * * x x
300 9.0+£05 -* -* -* -*
1000 -* 11.53+0.8 -* 145+0.5 -*
Tagetes lucida  Partes aéreas 750 - 10.27£0.3 - 14.5£0.5 -
500 -* -* -* 14.0+0.5 =¥
300 -* -* -* 13.2+1.0 -*
Antibiético control ampicilina 10 ug 15.0 - NA** NA** 13.0
Antibiético control amikacina 30 ug NA** - 17.0 17.0 NA**

Nota. *No presenté inhibicién, **NA equivalente a antibiético no aplicable para la cepa de prueba.
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En otro analisis, Bouali et al. (2024) informaron los valores por el método de la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en los extractos etandlicos al 80% en raices
de P. major mostrando un efecto antibacteriano contra las bacterias Gram negativas

E. coliy K. pneumoniae a una baja concentracion (2 pg/mL).

La actividad inhibitoria observada en los ensayos microbiologicos de la raiz de
P. major se complementé mediante imagenes obtenidas por microscopia invertida
como se puede observar en las Figuras 18, 19 y 20. Se puede visualizar con mayor
detalle la zona entre la periferia del pozo con el extracto y la zona de inhibicién de las
células bacterianas en la placa de agar. A pesar de que la microscopia no permite
identificar el mecanismo de accion exacto ni el tipo especifico de dafo celular, si
evidencia alteraciones morfolégicas notables, como la reduccion del tamafio celular.
Los polifenoles presentes en los extractos vegetales pueden interferir en la estructura
y funcion celular de la bacteria como la generacion de especies reactivas de oxigeno
inducida que contribuye a la degradacion de la matriz del biofilm (matriz extracelular

protectora) y por lo tanto al dafio celular directo (Xu et al., 2025).
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Figura 18. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de raiz de Plantago
major en agar M-H frente a Enterococcus faecium. A) 300 mg/mL; B) 250 mg/mL; C) 200
mg/mL; D) 150 mg/mL. La linea negra indica el halo de inhibicion medido desde el perimetro

del pozo.
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Figura 19. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de raiz de Plantago
major en agar M-H frente a Staphylococcus aureus. A) 300 mg/mL; B) 250 mg/mL; C) 200
mg/mL; D) 150 mg/mL. La linea negra indica el halo de inhibicion medido desde el perimetro

del pozo.
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Figura 20. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de raiz de Plantago
major en agar M-H frente a Acinetobacter baumannii. A) 300 mg/mL; B) 250 mg/mL; C) 200
mg/mL; D) 150 mg/mL. La linea negra indica el halo de inhibicion medido desde el perimetro

del pozo.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto etandlico de hojas de
Salvia gesneriiflora presenté la mayor actividad inhibitoria frente a S. aureus (Figura
21A) a una concentracion de 1000 mg/mL, alcanzando una zona de inhibicién de 11.8
+ 0.5 mm. Este efecto fue ligeramente menor al observado con el antibiotico de
referencia, ampicilina (15.0 mm). Para E. faecium a la misma concentracion (Figura
21B) se observo un halo de inhibicion de 10.3 £ 0.1 mm, mientras que el antibiético de

referencia (ampicilina) mostré 13.0 mm frente a la misma cepa. Este valor indica que

poseen un potencial biolégico moderado.

Figura 21. Pruebas de difusion en pozo del extracto de hojas de Salvia gesneriiflora. A) placa

con la cepa S. aureus y; B) cepa E. faecium.

En cuanto a la literatura cientifica, no se encontraron reportes sobre la
evaluacion de las propiedades antibacterianas de esta especie. No obstante, la
actividad antimicrobiana que ejercio es acorde con investigaciones previas de algunas
especies sobre el género Salvia. Balasoiu et al. (2023) analizaron las propiedades
antibacterianas por difusion en disco de las partes aéreas de extractos polares y
semipolares de S. glutinosa, S. Splendens y S. verticillata frente a la cepa Gram
positiva S. aureus ATCC 25923 con halos de inhibicidn similares a los de este estudio
(11.66 £ 0.57,13.16 £ 0.28 y 11.66 £ 0.57 mm de didmetro). También mostrd actividad
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en E. coli que, a diferencia de este estudio, esta cepa no fue susceptible al extracto

etandlico de S. gesneriiflora.

Las especies del género Salvia contienen principalmente terpenoides,
flavonoides (flavonas y flavonoles), acidos fendlicos (como el rosmarinico, cafeico o
ferulico) cumarinas y aceites esenciales (Moshari-Nasirkandi et al., 2024). Al ser
moléculas hidrofilicas o lipofilicas, presentan dificultades en bacterias Gram negativas
debido a la baja permeabilidad de la membrana celular externa, compuesta por
lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas y fosfolipidos. Ademas, las porinas de éstas
restringen el paso de moléculas, y la presencia de bombas de eflujo y enzimas
degradativas contribuye a reducir la concentracion efectiva de los compuestos dentro

de la célula, disminuyendo su efecto inhibitorio.

En la investigacion realizada por Bisio et al. (2015) los extractos en
diclorometano de las partes aéreas de Salvia buchananii mostraron potencial de
inhibicion frente a E. faecium y S. aureus con valores de concentracion minima
inhibitoria (que oscilan entre 8 y 2 ug/mL) confirmando la actividad sobre cepas Gram
positivas, no asi para las Gram negativas que no fueron susceptibles a los extractos.
Esto coincide con los hallazgos de la actividad que mostré S. gesneriiflora en estas

dos cepas.

Las imagenes de las pruebas de S. aureus y E. faecium (Figura 22) muestran
una marcada reduccion en el tamano bacteriano a 1000 mg/mL del extracto, mientras
que a 300 mg/mL (Figura 22D) no se observan cambios significativos en la morfologia.
Las bacterias Gram positivas carecen de la membrana externa protectora, lo que
permite que los compuestos fendlicos se acumulen en sus membranas celulares. Esta
acumulacion puede provocar agotamiento energético, alterar la permeabilidad de la
membrana, afectar su integridad y generar cambios en la estructura y funcion de los

componentes celulares (Kang et al., 2011).

87



Brenda Lizeth Gamero Enriquez CIIDIR-IPN Durango M.C. en Gestion Ambiental

Figura 22. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de hojas de Salvia
gesneriiflora en agar M-H frente a Staphylococcus aureus. A) 1000 mg/mL; B) 750 mg/mL; C)
500 mg/mL; D) 300 mg/mL; y frente a Enterococcus faecium: E) 1000 mg/mL; F) 750 mg/mL.
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Los extractos etandlicos de hojas y capitulos florales de Tagetes lucida
mostraron actividad frente a dos cepas Gram negativas siendo mas activa a una
concentracion de 1000 mg/mL (Tabla 10). En la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
BAA-3144 (Figura 23A) presentd actividad en las cuatro concentraciones,
registrandose un diametro de 14.50 £ 0.5 mm en la mas alta. Este valor fue ligeramente
menor al de el antibiotico de control amikacina con 17 mm en el mismo patégeno. En
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146 (Figura 23B), se registro la actividad solo en
las concentraciones de 750 y 1000 mg/ mL con 11.53 + 0.8 mm en esta ultima. Esta
prueba revelé que el extracto de T. lucida es eficaz particularmente contra bacterias
Gram negativas. Es importante destacar que otras especies evaluadas no presentaron
actividad inhibitoria frente a estas bacterias, lo que sugiere que posee compuestos con

potencial contra estos patégenos.

Figura 23. Pruebas de difusion en pozo del extracto de hojas y capitulos florales de Tagetes.
lucida. A) placa con la cepa P. aeruginosa y; B) cepa K. pneumoniae.
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Estos hallazgos concuerdan con los reportados por Céspedes et al. (2006)
quienes probaron la accion antimicrobiana de extractos en diclorometano/ metanol de
las partes aéreas de T. lucida (rico en cumarinas y flavonoides) por difusion en disco,
utilizando kanamicina como control (30 pg). Se obtuvo un halo de inhibicion de 14.2 +
2.8 mm en K. pneumoniae. A diferencia del presente estudio, los extractos fueron
activos contra E. coliy S. typhi. Por otra parte, Hernandez et al. (2006) reportaron una
actividad similar frente a P. aeruginosa, con un halo de inhibicién de 14.67 £ 1.53 mm
en el extracto acetonico de T. lucida, en el cual se identificaron flavonas. La evaluacion
se realiz6 mediante el método de difusién en disco, utilizando kanamicina (30 ug; 16.67

mm) como control positivo.

La Figura 24 muestra la cepa de K. pneumoniae a diferentes concentraciones
del extracto, donde a 500 y 300 mg/mL no se observé un efecto positivo. Mientras que
en la Figura 25 se observa la inhibicion de P. aeruginosa a las cuatro concentraciones
probadas. Estas bacterias Gram negativas presentan alta resistencia a los antibioticos.
Entre los diversos mecanismos que contribuyen a esta resistencia se encuentra la
formacion de biofilms, estructuras de comunidades bacterianas que actuan como
matriz protectora compuesta por polisacaridos, proteinas y ADN extracelular (Pompilio
et al., 2021). Su formacién puede verse afectada por compuestos como cumarinas,
taninos, quinolonas y otros fenoles. En este sentido, Lugo Gutiérrez et al. (2025)
reportaron la presencia de estos compuestos en Tagetes erecta. El extracto etandlico
de esta especie demostré interferir con factores de virulencia regulados por quorum
sensing en tres cepas de P. aeruginosa, lo que sugiere que su accion sobre la

senalizacion bacteriana contribuye a la reduccion de biofilms.
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Figura 24. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de hojas y capitulos
florales de Tagetes lucida en agar M-H frente a Klebsiella pneumoniae. A) 1000 mg/mL; B) 750
mg/mL; C) 500 mg/mL y; D) 300 mg/mL no hubo actividad inhibitoria. La linea negra indica el

halo de inhibicién medido desde el perimetro del pozo.
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Figura 25. Imagenes vistas desde microscopio invertido Leica DMi1 a objetivo PH1 de
10x/0.22 del ensayo de actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas y capitulos
florales de Tagetes lucida en agar M-H frente a Pseudomonas aeruginosa. A) 1000 mg/mL; B)
750 mg/mL; C) 500 mg/mL; D) 300 mg/mL. La linea negra indica el halo de inhibicién medido

desde el perimetro del pozo.
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5.6 Analisis por cromatografia HPLC-DAD

El cromatograma del extracto del tejido radicular de Plantago major (Figura 26)
arrojo 22 compuestos, de los cuales los acidos fendlicos y sus derivados fueron
predominantes. Conforme a la comparacién de las caracteristicas espectrales por
Campos y Markham (2007) los picos mas representativos se muestran en la Figura 27,
donde los compuestos 1, 4 y 22 corresponden a acidos fendlicos simples (Tabla 11),
dos acidos fendlicos de tipo cinamico para los compuesto 2 y 16, dos derivados de
acidos fenolicos de tipo cinamico en los compuestos 10 y 21 y la presencia de una

flavanona para el compuesto 18.

Con base en los resultados obtenidos, Karadag et al. (2021) reportaron acidos
fendlicos en extractos metandlicos de Plantago major, mismos que concuerdan con
los compuestos de acidos fendlicos 2, y 22, un derivado de acido fendlico (compuesto
10), también reportan la presencia de una flavanona como el compuesto 18, asi como
un isomero estructural relacionado con uno de los derivados de acidos fendlicos en
este estudio. La investigacion de Chiang et al. (2002) sefiala que P. major contiene
acidos fendlicos simples del tipo cinamico, los cuales actian como precursores de
compuestos fendlicos mas complejos. De estos, dos fueron identificados en el extracto
analizado en este estudio (compuesto 2, 10 y 22) mientras que el compuesto 21

corresponde a un derivado de un acido fendlico mencionado en su investigacion.

Tabla 11. Tiempos de retencién (TR) y caracteristicas espectrales de los compuestos

presentes en el tejido radicular de Plantago major.

Nudmero de TR A max. Tipo de compuesto propuesto
compuesto (min) (nm)
1 22.255 270 nm Acido fendlico simple
2 27.261 245sh, 296sh, 323 Acido fendlico cinamico
4 31.573 265sh, 272, 280sh Acido fendlico simple
10 37.887 233sh, 273, 320 Derivado de Acido fendlico
16 42.739 276 Acido fendlico cinamico
18 45.357 289, 326sh Flavanona
21 55.675 239sh, 296sh, 323 Derivado de Acido fendlico
22 60.993 258, 290sh Acido fendlico simple
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Figura 26. Cromatograma del extracto etandlico del tejido radicular de Plantago major

determinado mediante HPLC. Los numeros representan los compuestos mencionados en la
Tabla 11.
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Figura 27. Espectros UV obtenidos por DAD de los compuestos presentes en el tejido radicular
de Plantago major.

Los compuestos identificados, principalmente acidos fendlicos, presentes en las
raices de P. major se relaciona directamente con el contenido fendlico total
determinado, sustentando su alta capacidad antioxidante y capacidad de inhibicion en

bacterias Gram positivas y Gram negativas observados en este estudio.
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El andlisis cromatografico del extracto etandlico de Salvia gesneriiflora permitio
identificar 8 picos principales en el cromatograma obtenido por HPLC (Figuras 28 y 29)
y de acuerdo con Campos y Markham (2007), estos fueron caracterizados mediante
sus tiempos de retencién y espectros UV-Vis como se muestra en la Tabla 12. Los
compuestos fendlicos corresponden a dos acidos fendlicos, dos derivados de acidos

hidroxicinamicos, una flavona glicosilada y tres flavonas metoxiladas.

El perfil fendlico obtenido muestra similitud con reportes anteriores que
destacan la presencia del éster formado entre el acido cafeico con el acido 3,4-
dihidroxifenil-lactico, encontrandose ampliamente distribuido en plantas de la familia
Lamiaceae, también ha sido previamente identificado en el estudio de Gémez-Rivera
et al. (2018) para S. gesneriiflora, lo que podria corresponder al compuesto 1 de este

estudio, considerando las similitudes observadas en su perfil espectral.

En otras investigaciones, como el de Ben-Farhat et al. (2013) han aislado
derivados del acido benzoico y cumarico en especies de Salvia, asi como Djurdjevi¢
et al. (2013) encontrando estos mismos en S. officinalis, 1o que evidencia que estos
metabolitos se pueden encontrar como acidos libres, ésteres o glucosidos en este
género, sugiriendo la posibilidad de que los compuestos 2 y 6 correspondan a esta

clase fendlica.

Tabla 12. Tiempos de retencién (TR) y caracteristicas espectrales de los compuestos

presentes en el tejido foliar de Salvia gesneriiflora.

Numero de TR A max. Tipo de compuesto
compuesto (min) (nm) propuesto
1 27.494 239sh, 296sh, 323 Acido fendlico
2 31.192 233sh, 274, 320sh Derivado de Acido fendlico
3 32.325 240, 268, 288sh, 342 Flavona glicosilada
4 33.219 265sh, 272, 280sh Acido fendlico
5 34.292 279, 330 Flavona metoxilada
6 35.515 233sh, 274, 320sh Derivado de Acido fendlico
7 37.244 267, 332 Flavona metoxilada
8 44 192 274, 332 Flavona metoxilada
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Figura 28. Cromatograma del extracto etandlico del tejido foliar de Salvia gesneriiflora

determinado mediante HPLC. Los numeros representan los compuestos mencionados en la

Tabla 12.
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Figura 29. Espectros UV obtenidos por DAD de los compuestos presentes en el tejido foliar

de Salvia gesneriiflora. Los numeros representan los compuestos mencionados en la Tabla

12.
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En la revision de Lu y Foo (2002) indican que los flavonoides mas abundantes
en Salvia son las flavonas apigenina y luteolina, tanto en su forma libre como en sus
derivados, incluyendo éteres metoxilados que se distribuyen ampliamente en las hojas
de salvia o en el exudado de las partes aéreas. Esto permite plantear que los
compuestos 5, 7 y 8 podrian representar esta subclase de flavonoides derivados de la
apigenina. Otras flavonas presentes en Salvia son las formas glicosiladas (grupos
hidroxilo en las posiciones 3, 5y 7 de la estructura principal del flavonoide), como lo
mencionan en su revision Picos-Salas et al. (2021), lo cual es consistente con el

compuesto 3 identificado en este estudio.

La actividad bioldgica que mostro el extracto etandlico de S. gesneriiflora en
este estudio, podria atribuirse a los acidos fendlicos y los glucésidos de flavona, debido
a que poseen grupos catecol en su estructura, lo que incrementa su capacidad
antioxidante por la posibilidad de donar mas electrones o hidrégenos para neutralizar
radicales libres, lo que es posible que también pudieran estar asociados a mecanismos

de accion antibacterianos (Lu y Foo, 2001).
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El perfil fendlico de las hojas y los capitulos florales del extracto etandlico de
Tagetes lucida esta constituido por 14 compuestos flavonoides pertenecientes a tres
subclases principales: flavonoles, flavonas e isoflavonas. De ellos, ocho compuestos
fueron los mas representativos como se muestra en la Tabla 13. Los espectros UV
analizados a partir del cromatograma obtenido en HPLC se muestran en las Figuras
30y 31.

Conforme a las caracteristicas espectrales, se sugiere que el compuesto 1 es
un flavonol altamente hidroxilado derivado de quercetagenina. Gonzalez-Trujano et al.
(2019) lo identificaron en un extracto crudo de etanol de T. lucida, asi como Aquino et

al. (2002) también la identificaron en fracciones de el extracto metandlico de las hojas.

Por otra parte, Sukhikh et al. (2025) identificaron una flavona glicosilada
derivada de luteolina en extractos de flores de Tagetes patula. Este hallazgo coincide
con el compuesto 2 identificado en el presente estudio, o que sugiere la presencia de
esta flavona también en los capitulos florales de T. lucida. Las flavonas derivadas de
luteolina y apigenina son responsables ademas de la pigmentacion amarilla en las
flores de Tagetes y otras especies, algunas se acumulan en las células del mesdfilo,
ayudando a proteger las flores del dano oxidativo, lo que puede explicar su poder
antioxidante (Tereschuk et al., 2004).

Tabla 13. Tiempos de retencién (TR) y caracteristicas espectrales de los compuestos

presentes en las partes aéreas de Tagetes lucida.

Numero de TR A max. Tipo de compuesto
compuesto (min) (nm) propuesto
1 22.741 261, 270sh, 355 Flavonol glicosilado
2 24 .478 255, 266sh, 294sh, 355 Flavonol glicosilado
4 27.198 255, 267sh, 345 Flavona diglicosilada
6 31.58 240, 268, 288sh, 342 Flavona glicosilada
7 34.073 256-336 Flavona glicosilada
8 35.887 251sh, 278, 310sh, 344 Flavona hidroxilada
" 47.068 267, 296sh, 336 Flavona
12 54.699 251, 308sh Isoflavona metoxilada
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Figura 30. Cromatograma del extracto etandlico de las partes aéreas de Tagetes lucida

determinado mediante HPLC. Los numeros representan los compuestos mencionados en la

Tabla 13.
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Figura 31. Espectros UV obtenidos por DAD de los compuestos presentes en las partes

aereas de Tagetes lucida. Los numeros representan los compuestos mencionados en la Tabla
13.
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El alto contenido de flavonoides totales en T. lucida (157.99 + 8.61 mg EQ/g ES)
sugiere que se debe a la presencia de estos compuestos identificados en este perfil
fendlico, siendo estos, posibles responsables de la capacidad antioxidante debido a la
diversidad de sus estructuras, que pueden presentarse como agliconas, glucésidos o
metoxiladas, pueden eliminar radicales libres, donar atomos de hidrogeno y quelar

cationes metalicos (Hassanpour et al., 2023).

Como resultado de esta capacidad, los flavonoides también exhiben capacidad
antimicrobiana como se demostré en el presente estudio. Los resultados del analisis
cromatografico indican la presencia de un flavonol derivados de quercetina, Nguyen et
al. (2022) mencionan que este compuesto y derivados pueden inhibir el crecimiento de
diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas resistentes a antibidticos, a
través de mecanismos que incluyen dafio a la membrana celular, alteracion de la
permeabilidad de la membrana, inhibicion de la sintesis de &acidos nucleicos y
proteinas, reduccion de la expresion de factores de virulencia, disfuncién mitocondrial

y prevencion de la formacion de biopeliculas.
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VI. CONCLUSIONES

El presente estudio ha demostrado que de forma concluyente que de las cinco
especies vegetales en las que se analizé su actividad biolégica, especificamente la
capacidad antioxidante y antimicrobiana, permiti6 revelar que tres especies
demostraron poseer gran potencial bioldgico. Los resultados obtenidos en la
cuantificacion de fenoles y flavonoides totales fueron consistentes con la capacidad
antioxidante en el extracto etandlico del tejido radicular de Plantago major, el tejido

foliar de Salvia gesneriiflora y el tejido foliar y capitulos florales de Tagetes lucida.

Dichos extractos demostraron poseer la mayor actividad antimicrobiana en las
pruebas por difusion en pozo. El tejido radicular de P. major destacé por su potencial
de inhibicion en las cepas Gram positivas, A. baumannii y Gram negativas E. faecium
y S. aureus. Mientras que el tejido foliar de S. gesneriiflora mostré actividad en dos
cepas Gram positivas: S. aureus y E. faecium. Ademas, el tejido foliar y capitulos
florales de T. lucida presentaron una importante actividad en dos cepas Gram

negativas: K. pneumoniae y P. aeruginosa.

El perfil cromatografico obtenido por HPLC-DAD Indic6 que la raiz de P. mayor
presentd mayor proporcion de acidos fendlicos y derivados, S. gesneriiflora se
caracteriz6 por la presencia de flavonas y acidos fendlicos y T. lucida destaco por la
abundancia de flavonoles y flavonas. Estos compuestos podrian estar relacionados
con la actividad biolégica observada en las especies estudiadas, posiblemente
actuando de manera sinérgica, lo que sugiere su potencial como fuente de compuestos
bioactivos con efectos antioxidantes y antibacterianos, especialmente frente a cepas

con multirresistencia a antibioticos.

La ausencia de actividad antimicrobiana en Argemone mexicana y
Chenopodium graveolens no descarta su relevancia farmacoldgica, ya que podrian

presentar otras actividades bioldgicas que requieren una evaluacion mas amplia.
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En conjunto, los métodos aplicados resultaron idéneos para el analisis integral

de las especies estudiadas permitiendo obtener resultados confiables y comparables

con los reportados en la literatura.

La composicion fendlica y la actividad biolégica observadas podrian sustentar
los usos ethomédicos reportados para estas especies en la medicina tradicional

mexicana, especialmente en afecciones del sistema digestivo.

Este estudio ofrece evidencia preliminar que puede servir como base para

futuras investigaciones, dada la limitada informacién cientifica existente sobre estas

especies y sus propiedades bioactivas.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda fraccionar e identificar fenoles y flavonoides, y evaluar su
actividad individual y combinada para confirmar sinergias en la actividad

antimicrobiana.

Es importante que se realicen ensayos cuantitativos de Concentracién Minima
Inhibitoria (MIC) y Concentracion Bactericida Minima (MBC) para determinar con
mayor precision el nivel de efectividad antimicrobiana de los extractos de las especies

estudiadas.

Es recomendable realizar estudios comparativos de las especies vegetales en
distintos sitios geograficos para evaluar variaciones que influyen en la composicion

fendlica, asi como en su actividad antioxidante y antimicrobiana.
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