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RESUMEN

La medicina tradicional data del comienzo de la civilizacion y ha sido particularmente
importante en algunas culturas como las que se desarrollaron en México. Actualmente
ese conocimiento es resguardado y transmitido por la figura reconocida como yerberos
y curanderos, ese conocimiento y sus beneficios terapéuticos también son reconocidos
en ocasiones por la medicina alopata. El presente estudio se enfocé en Crocanthemum
glomeratum (cenicillo) y Schinus molle (pirul), tradicionalmente usadas para problemas
digestivos y respiratorios respectivamente. Ambas especies contienen compuestos
fendlicos que le atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y microbianas.
En ese sentido, se evaluaron los extractos etandlicos de las hojas de ambas especies
para determinar el contenido de esos compuestos y su capacidad antioxidante (DPPH,
ABTS y FRAP), asi como la capacidad de esos extractos en la inhibiciéon de las
enzimas a-glucosidasa y a-amilasa relacionadas con la diabetes, ademas de la
actividad antibacteriana. Entre los resultados encontrados se mostré que C.
glomeratum present6 un contenido de 3.349 mg EAG/g de hojas en fenoles y 0.168
mg EQ/g de flavonoides en el extracto etandlico. Para S. molle, los valores fueron
1.481 mg EAG/g en fenoles y 0.168 mg EQ/g en flavonoides. En cuanto a la capacidad
antioxidante, C. glomeratum mostr6 un ICs, de 0.096 + 0.005 mg/mL en DPPH y 0.096
mg/mL en ABTS, evidenciando una alta actividad antioxidante; mientras que S. molle
presento ICs, de 0.332 £ 0.018 mg/mL en DPPH y 0.332 mg/mL en ABTS, indicando
actividad moderada. En los ensayos de capacidad reductora de hierro (FRAP), los
extractos de ambas plantas mostraron actividad superior a algunos estandares de
referencia. Los extractos de las especies analizadas demostraron inhibicién importante
de la a-amilasa y a-glucosidasa, superando la actividad de acarbosa, un farmaco
comunmente utilizado en diabetes. C. glomeratum mostré la mayor capacidad
inhibitoria (ICso = 0.118 mg/mL). En los ensayos de actividad antibacteriana, los
extractos de C. glomeratum mostraron halos de inhibicion frente a S. aureus, S.
typhimurium y E. aerogenes de mayor diametro, pero menor definicion que los
observados para S. molle. En ambos casos, los halos fueron menores que los
generados por ciprofloxacino, sin embargo, se comprueba actividad inhibidora del
crecimiento bacteriano.



ABSTRACT

Traditional medicine dates back to the beginning of civilization and has been
particularly important in some cultures, such as those developed in Mexico. Currently,
this knowledge is safeguarded and transmitted by figures recognized as herbalists and
healers. This knowledge and its therapeutic benefits are, on occasion, also
acknowledged by allopathic medicine. The present study focused on Crocanthemum
glomeratum (commonly known as cenicillo) and Schinus molle (pirul), traditionally used
for digestive and respiratory ailments, respectively. Both species contain phenolic
compounds attributed with antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial properties.
In this context, ethanolic extracts of the leaves of both species were evaluated to
determine their phenolic content and antioxidant capacity (DPPH, ABTS, and FRAP),
as well as their ability to inhibit the enzymes a-glucosidase and a-amylase, which are
related to diabetes, in addition to antibacterial activity. Among the results obtained, C.
glomeratum showed a phenolic content of 3.349 mg GAE/g of leaves and 0.168 mg
QE/g of flavonoids in the ethanolic extract. For S. molle, the values were 1.481 mg
GAE/g for phenols and 0.168 mg QE/g for flavonoids. Regarding antioxidant capacity,
C. glomeratum exhibited an 1C5, of 0.096 £ 0.005 mg/mL in DPPH and 0.096 mg/mL
in ABTS, demonstrating high antioxidant activity; whereas S. molle presented ICs,
values of 0.332 £ 0.018 mg/mL in DPPH and 0.332 mg/mL in ABTS, indicating
moderate activity. In the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assays, extracts of
both plants showed activity higher than some reference standards. The extracts of the
analyzed species demonstrated significant inhibition of a-amylase and a-glucosidase,
surpassing the activity of acarbose, a commonly used antidiabetic drug. C. glomeratum
exhibited the strongest inhibitory capacity (ICs, = 0.118 mg/mL). In antibacterial activity
assays, extracts of C. glomeratum showed inhibition zones against S. aureus, S.
typhimurium, and E. aerogenes of larger diameter but less defined edges compared to
those observed for S. molle. In both cases, the inhibition zones were smaller than those
produced by ciprofloxacin; nevertheless, inhibitory activity against bacterial growth was

confirmed.



INTRODUCCION

La medicina tradicional ha sido utilizada por diversas culturas alrededor del mundo
como un recurso primario para la prevencion y el tratamiento de enfermedades
(Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2022). En México, esta practica sigue
vigente gracias a la gran diversidad de plantas medicinales y a los conocimientos
transmitidos de generacion en generacion (Fagetti, 2011). Entre ellas, destacan dos
especies utilizadas en el norte del pais: Crocanthemum glomeratum, empleada para
tratar afecciones digestivas como vomitos y diarrea (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana [BDMTM], 2024b), y Schinus molle, utilizada para aliviar
malestares de las vias respiratorias y, en la tradicién popular, el espanto (BDMTM,
2024a).

Crocanthemum glomeratum, conocida comunmente como cenicillo o hierba de la
gallina, se distribuye en diversos ecosistemas de México y el suroeste de Estados
Unidos, como pastizales, pinares y bosques mesdfilos (Calderén y Rzedowski, 2010).
Schinus molle, conocido comunmente como pirul, es una especie introducida en
México que ha sido ampliamente adoptada en las tradiciones medicinales y culturales
del pais. Diversos pueblos indigenas, como los Mixe, Zapoteca y Totonaca, la utilizan
en rituales de purificacion como las “barridas” o “limpias” (BDMTM, 2024a). Su
importancia radica en la presencia de metabolitos especializados, entre ellos fenoles
y flavonoides, compuestos estudiados por su actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antimicrobiana (Verma y Shukla, 2015; Wink, 2010).

En México existe un gran acervo de conocimientos tradicionales sobre el uso vy
propiedades de las plantas medicinales, transmitido de generacién en generacién. En
el estado de Durango, especies como Crocanthemum glomeratumy Schinus molle han
sido utilizadas de manera tradicional para el tratamiento alternativo de diversos
sintomas. Sin embargo, a pesar de su uso frecuente, el estudio cientifico de estas
plantas en la region es limitado, lo que genera un vacio en el conocimiento sobre los

compuestos responsables de sus propiedades terapéuticas.



Este vacio cobra importancia si se considera que los metabolitos secundarios,
especialmente los compuestos fendlicos, han demostrado actividad biolégica de
interés, como efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos. Dada la
amplia distribucion de estas especies y la relevancia de los compuestos fendlicos en
la investigacion farmacolégica, es fundamental evaluar si la presencia de dichos
metabolitos en Crocanthemum glomeratum y Schinus molle esta relacionada con su

actividad biologica.

La relevancia de este trabajo esta en aportar evidencia cientifica para validar el
conocimiento tradicional, lo cual contribuye a la preservacion de saberes ancestrales
y, al mismo tiempo, abre la posibilidad de identificar compuestos de interés para el

desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas basadas en productos naturales.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la bioactividad de los compuestos
presentes en Crocanthemum glomeratum y Schinus molle, dada su relevancia en la
medicina tradicional mexicana. Para ello, se analizara su composicion quimica y se

pondran a prueba sus principales componentes bioactivos.



ANTECEDENTES

1.1. Medicina tradicional

La medicina tradicional es ampliamente utilizada en todo el mundo. Forma parte
del patrimonio cultural de cada pais y constituye un conjunto de conocimientos,
técnicas, habilidades y practicas basadas en la experiencia de los antepasados,
empleadas para mantener la salud y prevenir enfermedades fisicas y mentales
(Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2022; Moron y Jardines, 1997). La medicina
tradicional se basa en la experiencia acumulada de aquellos que han logrado
sobrevivir, para enfrentar amenazas a su integridad fisica, emocional y espiritual, con

el objetivo de evitar la muerte (Fagetti, 2011).
1.2. Medicina tradicional en México

La medicina tradicional en México se ha visto reflejada en distintos tipos de
técnicas, por ejemplo, los masajes mayormente conocidos como sobadas, los bafos
con hierbas, la aplicacion de ventosas, supositorios 0, con infusiones de plantas
medicinales. Las especialidades en México son sobadores yerberos hueseros parteras

y curanderos (Fagetti, 2011).
1.3. Crocanthemum glomeratum
=Helianthemum glomeratum

Crocanthemum glomeratum (Cistaceae) es conocida por varios nombres comunes,
entre los que destacan cenicillo, cenicilla, chinilla, hierba del loro, tacato y tan vomol
(Aguilar et al., 1994; Biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana, 2024). Esta
especie se encuentra tipicamente en habitats como pastizales, encinares, pinares y
bosques mesofilos, principalmente en areas abiertas y perturbadas, a altitudes que
oscilan entre los 900 y 2850 metros sobre el nivel del mar. Su distribucién abarca varios
estados, incluyendo Aguascalientes, Baja California Sur, Chihuahua, Durango, San

Luis Potosi, Sinaloa, Texas, Zacatecas, entre otros.



Esta planta suele alcanzar una altura de entre 15 y 50 cm, con flores de color
amarillo y ramificacion en la parte superior. Sus hojas, de disposicion alternada,
presentan una estructura similar a la pata de una gallina de ahi el nombre comun de
hierba de la gallina. Aunque existe una estrecha relacion entre Crocanthemum vy
Hudsonia, Guzman y Vargas han sehalado que poseen tipos de polen unicos y
distintos de la Helianthemum del Viejo Mundo (Rzedowski y Rzedowski, 2005; Daoud
y Wilbur, 1965).

En medicina tradicional, esta planta se emplea para tratar diversos trastornos
digestivos, como dolor estomacal, malestar gastrico y vomitos. Se le reconoce
especialmente por su efectividad en el tratamiento de la diarrea, siendo utilizada en
varios estados de la republica. Para su preparacion, se hierve el tallo, las hojas y la

raiz hasta que adquieren un color amarillo (BDMTM, 2024b).
1.4. Schinus molle

Desde que se introdujo al pais, el pirul, ha sido adoptada en las tradiciones de
México debido a sus amplias aplicaciones. Existen vinculos de este arbol con diversas
practicas de las culturas indigenas del pais, incluidas la Mixe, la Zapoteca y la
Totonaca, quienes incorporan sus ramas y hojas en rituales conocidos como "barridas"
o "limpias" (BDMTM, 2024a). Esta especie se utiliza para diversos sintomas como
"malos aires" (sintomas de diversas enfermedades, como el reuma y la diabetes, entre
otros), eliminar el "mal de ojo" (una afeccion que una persona puede infligir a otra con
tan solo una mirada) y reducir el "susto" o "espanto” (una dolencia desencadenada por
eventos imprevistos, como un encuentro repentino con seres sobrenaturales)
(BDMTD, 2024a). En diversos estados de la republica, como Baja California Sur,
Estado de México, Hidalgo, Puebla, Michoacan, Morelos, Oaxaca, San Luis Potosi y
Tlaxcala, las ramas y hojas del pirul se comercializan en mercados populares como
remedios para diversos dolores (Bye y Linares 1983; Hurtado-Rico y Rodriguez-
Jiménez 2006; Paredes-Flores et al. 2007).

En las zonas rurales de México, recolectan los frutos del pirul con el propésito de

repeler moscas y mosquitos tanto en sus viviendas como en sus animales de ganado
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(Villavicencio-Nieto et al. 2010). Otros usos del pirul se utilizan en rituales de bafos de
vapor purificadores, denominados localmente como "Temazcal" o "Temazcali", y
también se utilizan para generar humo en atracciones turisticas que promueven la

gastronomia tradicional en el Valle de México (Alcina-Franch 1994).
1.5Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios (MS) de las plantas se producen mediante rutas de
biosintesis para el desarrollo y la supervivencia de la planta (Hernandez et al., 2020).
De acuerdo con su biosintesis, pueden clasificarse en tres grandes grupos: terpenos,
compuestos fendlicos, y compuestos que contienen nitrégeno (Verma 'y Shukla, 2015).
El reino vegetal produce miles de metabolitos secundarios (MS), cuya presencia y tipo
dependen del grupo de plantas y el ambiente en el que se desarrollan. Cada planta
produce diferentes metabolitos primarios y secundarios (también llamados metabolitos
especializados). (Mazid et al., 2011). A diferencia de los metabolitos primarios, que
son universales en la mayoria de los casos, los MS varian ampliamente entre
diferentes especies y grupos de plantas (Mazid et al., 2011). La produccion de estas
biomoléculas representa menos del 1% del peso seco de la planta, y esto depende del

estado y desarrollo que ésta haya alcanzado (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).

Los metabolitos secundarios son importantes debido a la interaccion de las plantas
con su entorno. Para sobrevivir en un ambiente adverso, las plantas desarrollan
estrategias de defensa contra depredadores, patdégenos, condiciones de estrés,
sequia y salinidad. Por lo tanto, estos metabolitos son tan esenciales como los
primarios (Almaraz-Abarca et al., 2006; Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Verma y
Shukla, 2015; Wink, 2010). Algunos tienen propiedades que inhiben la germinacion y
el crecimiento de plantulas (Blanco, 2006). Otros poseen la posibilidad de provocar
irritacion (incluso pueden ser venenosas) para disuadir el consumo por parte de
herbivoros y microorganismos (Camacho-Escobar et al., 2020). Ademas, algunas de
estas sustancias que son sintetizadas por el metabolismo secundario sirven para
transportar y almacenar nitrogeno, y brindan proteccién a las plantas contra la

radiacion ultravioleta al actuar como filtros solares (Figura 1) (Vilela et al., 2011; Wink,



2010; Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Una caracteristica adicional importante es que
proporcionan color y aroma a las flores de las plantas, lo que atrae a polinizadores y
animales que utilizan sus frutos como fuente de alimento, y en consecuencia propician

la dispersion de las semillas (Grajales-Conesa et al, 2011).

Ademas, las caracteristicas que dan a las plantas los MS se han utilizado desde la
antigliedad para la fabricacién de medicamentos, colorantes, fragancias, estimulantes,
insecticidas, venenos, somniferos, impermeabilizantes, alucinégenos, entre otros
(Vilela et al., 2011; Ramakrishna y Ravishankar, 2011).
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Figura 1 Funciones eco fisioldgicas de los metabolitos secundarios de las plantas
(Wink, 2010).

1.6. Compuestos fendlicos



Los compuestos fendlicos (CF) son los metabolitos secundarios mas comunmente
encontrados en las plantas (Caretto et al., 2015). Su estructura basica incluye al menos
un anillo aromatico (fenol) unido a uno o mas grupos hidroxilo (Ambriz-Pérez et al.,
2016). Se estima que existen mas de 50 mil compuestos fendlicos en la naturaleza
(Teoh, 2016), los cuales son solubles en agua o en solventes organicos polares y no
polares. Los polifenoles se clasifican segun su estructura, como lo mencionan
Cheynier et al. (2013), en una amplia variedad de grupos, que incluyen fenoles
simples, acidos fendlicos, aldehidos fenilicos, acidos fenilacéticos, acetofenonas,
acidos hidroxicinamicos, acidos benzoicos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas,
cromonas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antroquinonas, flavonoides,
isoflavonoides, neoflavonoides, bi y triflavonoides, dimeros y trimeros de
proantocianidinas, lignanos, neolignanos, ligninas, catecolaminas, florotaninos, y

flavolanos o taninos condensados.

De acuerdo con Ambriz-Pérez et al. (2016) la clasificacion de los compuestos
fendlicos se divide en flavonoides y no-flavonoides. Los flavonoides incluyen
antocianinas, flavanoles, flavanonas, flavonas, flavonoles, isoflavonas, entre otros;
mientras que los no-flavonoides comprenden acidos derivados del benzoico y del

cinamico, estilbenos, taninos y ligninas.

La produccién de compuestos fendlicos es vital para funciones esenciales como el
crecimiento, la reproduccion, la competencia y la supervivencia (Verma y Shukla,
2015). Estos compuestos son importantes debido a la diversidad de su bioactividad en

los seres vivos (Sevgi et al., 2015).

Los compuestos fendlicos ofrecen beneficios para nuestra salud, como, por
ejemplo, los presentes en la toronja, que contienen antioxidantes y propiedades
antimicrobianas. Ademas, tienen efectos antiinflamatorios, inmunomoduladores y

anticarcinogénicos (de la Rosa-Hernandez et al., 2016).

Por otro lado, los taninos condensados cumplen funciones defensivas en las
plantas, ya que son astringentes y compuestos que inhiben o interfieren con la

absorcidén de nutrientes, y tienen la capacidad de unirse a proteinas, inhibiendo su
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absorcién y protegiendo asi a la planta de ser devorada. Se ha informado que dosis

pequefias, de 1 0 2.5 g al dia, poseen propiedades beneficiosas (Sharma et al., 2019).
1.7. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que tienen origen en la biosintesis de plantas,
frutas y verduras. Cumplen funciones importantes en la polinizacion y reproduccion de
las plantas, por ejemplo, los polinizadores se ven atraidos por el color de las flores y
estos al consumir su néctar se llevan consigo el polen que es trasportado a otra planta
para su reproduccion (Grajales et al., 2011). Ademas, al ser compuestos fendlicos,
protegen contra el estrés bidtico y abiético, aparte de actuar como filtros solares (Guan
y Liu, 2016; Panche et al., 2016). Existen diversos tipos de flavonoides, y se han
identificado aproximadamente 8000 compuestos con la estructura del 2-fenilbenzo-y-
pirano, que consta de dos anillos aromaticos (A y B) unidos a través de un puente de
tres carbonos (anillo heterociclico que contiene oxigeno) (C) (figura 2). Estos
compuestos se pueden clasificar segun la sustitucion del anillo B. Los flavonoides mas
importantes incluyen flavonas, flavanoles, flavonoles (los mas abundantes en plantas),
isoflavonas, antocianidinas, dihidroflavonoides y chalconas (Koirala et al., 2016;
Sandhar et al., 2011b).



S 4

Figura 2 Estructura basica de los flavonoides tomada de INIFAP, 2012.
1.8. Actividad biolégica de los compuestos fendlicos

Cuando los alimentos de origen vegetal son consumidos, los compuestos fendlicos
se extraen en el tracto intestinal por diferentes enzimas. Posteriormente, son
absorbidos por el intestino delgado y atraviesan las células epiteliales para finalmente
llegar al plasma (Shahidi y Yeo, 2018). Varios estudios han demostrado que el
consumo de alimentos con un alto contenido de compuestos fendlicos esta asociado
con beneficios para la salud (Zhu et al., 2018), que incluyen actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antidepresivas, antialérgicas, anticancerigenas y antidiabéticas,
entre otras (Guan y Liu, 2016; Koirala et al., 2016).

1.8.1. Actividad antioxidante

Los radicales libres, generados por procesos metabdlicos del cuerpo, desempenan
un papel importante en el estrés oxidativo, que puede resultar en enfermedades como
el cancer, enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (Eghbaliferiz y
Iranshahi, 2016).



El enlace aromatico y la presencia de grupos hidroxilo hacen que los compuestos
fendlicos sean fuentes de electrones y atomos de hidrogeno, los cuales pueden inhibir
la oxidacion (Zhang y Tsao, 2016). En lugar de que las células sean oxidadas por los
radicales libres, los flavonoides son oxidados por ellos, o que los convierte en
moléculas mas estables y menos reactivas (Panche et al., 2016). Ademas, inhiben la
peroxidacion lipidica y capturan el anién superoxido y los radicales hidroxilos (Sandhar
et al., 2011a). Los iones metalicos son conocidos por su potente capacidad
prooxidante, la cual puede causar la peroxidacién de lipidos debido a su alta
reactividad; sin embargo, también tienen la capacidad de formar quelatos, que son

compuestos mas estables (Huyut et al., 2017).

Los compuestos fendlicos, como quelantes metalicos, inhiben la reduccion de Fe3*,
lo que reduce la produccion de radicales libres en la reaccion de Fenton. Esta reaccidn
produce radicales hidroxilos altamente reactivos a partir de la reaccion entre moléculas
de peréxido de hidrogeno y metales de transicion, mayormente Fe (Zhang y Tsao,
2016).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de la posicion vy el
numero de grupos hidroxilo dentro de la molécula. Por ejemplo, la quercetina, un
flavonoide, ha demostrado su capacidad antioxidante debido a su estructura de 3-
hidroxilo, que tiene una doble ligadura conjunta con un 4-oxo del anillo C, y los
hidroxilos 3 y 5 de los anillos C y A de los flavonoides (Martinez et al., 2002). Se ha
reportado que cuanto mayor sea la distancia entre el grupo carboxilo y el anillo
aromatico en los acidos fendlicos, mayor sera su capacidad antioxidante, como en el
caso de los derivados del acido cinamico en comparacion con los acidos benzoicos
(Zhang y Tsao, 2016; Martinez et al., 2002).

1.8.2. Actividad antihiperglucemiante

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por la
hiperglucemia cronica, causada por la resistencia a la insulina o su deficiencia en la
produccion. Esta condicidén suele estar relacionada con un estilo de vida sedentario o

factores genéticos (Chen et al., 2019). Se divide en dos categorias principales: tipo 1,
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marcada por una produccién insuficiente de insulina, y tipo 2, caracterizada por la
ineficiencia de la insulina (Asgar, 2013). A nivel mundial, afecta a mas de 336 millones
de personas y es una de las principales causas de muerte (Chen et al., 2019). El control
de la dieta necesario para controlar la diabetes, especialmente al regular la ingesta de

almidon, principal desencadenante de la hiperglucemia (Sun y Miao, 2019).

El almidén, un polisacarido predominante en las plantas, se descompone en
glucosa por enzimas como la a-amilasa pancreatica y la a-glucosidasa intestinal,
facilitando su absorcion en el intestino delgado (Asgar, 2013). Para reducir los niveles
de glucosa, se recurre a medicamentos como la acarbosa, la voglibosa y la
metformina, aunque su uso puede tener efectos secundarios gastrointestinales y

hepaticos en algunos casos (Vinayagam et al., 2016; Asgar, 2013).

Una alternativa es el uso de compuestos fendlicos presentes en ciertos alimentos,
que han demostrado tener efectos inhibidores sobre las enzimas digestivas
responsables de la hidrdlisis del almidon, lo que disminuye la absorcion de glucosa
(Sun y Miao, 2019). Estudios han resaltado las propiedades antidiabéticas de algunos
flavonoides y acidos fendlicos, como el canferol, miricetina, puerarina, y luteolina, asi
como los acidos galicos, elagico, ferulico, cafeico, p-cumarico y clorogénico (Bai et al.,
2019; Vinayagam et al., 2016).

1.8.3. Actividad bactericida

La actividad bactericida de un compuesto se puede determinar segun su
mecanismo de accion como puede ser: bactericida y bacteriostatico. El efecto
bactericida implica la muerte de los microorganismos sensibles a los compuestos,
actuando principalmente durante la fase de crecimiento. El efecto bacteriostatico es
inhibir el crecimiento bacteriano, asegurando al sistema para que controle la infeccion
(Basualdo et al., 1996).

Los compuestos fendlicos inhiben el crecimiento bacteriano por distintos

mecanismos como puede ser la alteracion de la membrana celular, estos reaccionan
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con los lipidos aumentando su permeabilidad (Cueva et al., 2010). Los fenoles pueden
unirse a las proteinas de las membras produciendo una desnaturalizacion enzimatica

lo que afecta la respiracion celular, asi causando su muerte (Daglia, 2012).

Puede haber compuestos que sean de amplio espectro bactericida y algunos otros
de espectro limitado, esto se debe a su naturaleza. Los compuestos pueden actuar
sobre la membrana citoplasmatica de la bacteria, alterando la permeabilidad y

causando pérdida de componentes esenciales (Basualdo et al., 1996).
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II.  JUSTIFICACION

En México existe una gran cantidad de conocimiento generado y transmitido por
generaciones acerca del uso y propiedades de un gran numero de plantas medicinales.
En Durango las especies Crocanthemum glomeratum y Schinus molle se han usado
tradicionalmente para el tratamiento alternativo de algunos sintomas, sin embargo, en
Durango no se han estudiado estas plantas, por lo tanto, existe un vacio en el
conocimiento de los compuestos que le confieren propiedades terapéuticas. Aunado a
lo anterior, y al conocimiento de la presencia, a la amplia distribucion en la naturaleza
y a las propiedades que tienen muchos de los compuestos fendlicos, se busca
establecer si el contenido de compuestos fendlicos presentes en esas dos especies,

son las que le atribuyen la actividad biologica.
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lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la actividad inhibitoria bacteriana, antioxidante, inhibitoria enzimatica y la
composicién quimica de los compuestos fendlicos presentes en el tejido foliar de

Crocanthemum glomeratum y Schinus molle.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar los compuestos fendlicos presentes en extractos etandlicos de
tejido foliar de las especies mediante técnicas de cromatografia de liquidos
(HPLC-DAD).

e Cuantificar los compuestos fendlicos presentes en extractos etandlicos de tejido
foliar de las especies mediante técnicas espectrofotométricas.

e Determinar la actividad antioxidante por técnicas espectrofotométricas.

e Determinar la actividad inhibitoria enzimatica por técnicas espectrofotométricas.

e Determinar la actividad inhibitoria bacteriana por la técnica de halos de

inhibicion in vitro.
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IV. HIPOTESIS

Se espera que los fenoles extraidos de Crocanthemum glomeratum y Schinus molle
provenientes de Durango, México, presenten una actividad antibacteriana significativa
contra Salmonella tiphymurium, Enterobacter aerogenes y Staphylococcus aureus,

ademas de mostrar propiedades antioxidantes e inhibitorias enzimaticas.
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Vv MATERIALES Y METODOS

5.1. Tratamiento de la muestra

Se colectaron especimenes de Schinus molle y Crocanthemum glomeratum en época
de floracion. Los ejemplares recolectados se depositaron en el herbario para su
correcta identificacion (No. de catalogo depositado en el herbario CIIDIR del IPN
unidad Durango: 65496 y 65497).

5.1.1. Preparacion de los extractos fendlicos

Para determinar la composicion fendlica y realizar pruebas antioxidantes, actividad
hipoglucemiante y de capacidad bactericida, se sometié el material recolectado a
varios tratamientos. Primero, se seco en una secadora botanica. Luego, se molié en

una licuadora hasta obtener un polvo fino.

Finalmente, cada colecta se subdividié en tres muestras independientes, las cuales

se analizaron por separado y en triplicado.

Los extractos fendlicos se prepararon siguiendo el método descrito por Kim y Lee
(2002). Primero, las muestras molidas y secas (4.5 g) se mezclaron con un volumen
de etanol al 80% (v/v) para obtener una relacion materia seca /solvente de 1:10 (p/v).
Las muestras se dejaron en agitacién a 100 rpm durante 24 h. Luego, el macerado
resultante se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min. a temperatura ambiente. Se
recuperaron los sobrenadantes y se evaporé el alcohol en una estufa a 45 °C durante
24h. Los extractos secos se suspendieron nuevamente en una solucion de etanol al

80% (v/v) a una concentracion de 100 mg de materia seca /ml de etanol al 80%.

Se calculd el rendimiento de la extraccidn como la relacidon entre la masa del extracto

total y la masa del tejido seco para cada muestra.

El rendimiento se calcul6é con el peso inicial del recipiente restandole el peso final
(después de evaporar el etanol, en donde los sedimentos son los CF).

Masa de la muestra inicial(g)

Rendimiento (%) = (

Y % 100.

Masa del extracto obtenido(g)
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Las muestras de extractos etandlicos se utilizaron para determinar la cantidad de
fenoles totales, flavonoides totales, asi como la actividad antioxidante y antidiabética,
utilizando técnicas espectrofotométricas; por otra parte, también se utilizaron para

pruebas de inhibicién bacteriana por técnicas de halos de inhibicion.
5.2. Determinacién de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se estimd siguiendo el método de Singleton y
Rossi (1965), con algunas modificaciones. Se mezclaron 100 yL de cada muestra con
500 yL de reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 en agua). Después de reposar
durante 4 min:, se afadieron 400 pL de una solucidn saturada de carbonato de sodio
(7.5% p/v). La mezcla se agitd y se dejo reposar durante 2 h en completa oscuridad.
La absorbancia se midi6 a 725 nm usando un espectrometro UV-vis Genesys-10s
(Thermo Scientific, Waltham, MA). Para estimar el contenido fendlico total en los
extractos, se utilizdé una curva estandar construida con seis concentraciones de acido
galico (AG) (0.05-0.4 mg/mL) (Abs725 = 8.27 [GA] + 0.10, r = 0.99). Los resultados se
expresaron como miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto

seco (MgEAG/gES). Todos los experimentos se hicieron por triplicado.
5.3. Determinacion de flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides totales se realizdé segun el método de Ordoiez et al.
(2006). Se mezclaron 500 yL de cada muestra con 500 pyL de AICIs al 2% (p/v),
agitando las mezclas. Después de 1 h en oscuridad, se registré la absorbancia a 420
nm. Para estimar el contenido de flavonoides en los extractos, se utilizé una curva
estandar construida con seis concentraciones de quercetina (Q) (0.001-0.062 mg/mL)
(Abs420 = 38.08 [Q] - 0.01, r = 0.99). Los resultados se expresaron en miligramos
equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (mg EQ/g ES). Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

5.4. Actividad biolégica de los compuestos fendlicos
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5.4.1. Actividad antioxidante

5.4.1.1. Capacidad bloqueadora del radical libre DPPH
La actividad antioxidante de los extractos se determiné mediante el ensayo de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH?¢), siguiendo el método de Brand-Williams et al. (1995).
Se mezclaron 50 uL de cada extracto con 1950 pL de una solucién de DPPHe* a una

concentracion de 6x10-5 mol/L determinada con la siguiente ecuacion:

_Cl*Vl

C2
v2

Donde:

C1 es la concentracion inicial de la solucion (antes de diluir).
V1 es el volumen de la solucion inicial que se toma.

C2 es la concentracion final de la solucién (después de diluir).

V2 es el volumen final de la solucién (después de anadir disolvente).

El DPPH preparado en etanol puro. Tras agitar la mezcla, se dejo reposar durante 30
min en oscuridad a temperatura ambiente, y se registraron los valores de absorbancia
a 515 nm en un espectrofotbmetro (Thermo Scientific, UV-Vis GENESYS 10),
utilizando etanol absoluto como blanco. El ensayo se llevé a cabo para diferentes
concentraciones de extractos. Se preparé un control realizando los mismos pasos
descritos, pero sustituyendo el extracto por un volumen igual de etanol al 80% (v/v). El
porcentaje del efecto bloqueador (%EB) de DPPHe- se calculé utilizando la siguiente

formula:
%EB= [(AC-AS)/AC][100]
Donde:

AS es la absorbancia de la solucion cuando el extracto fue agregado
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AC es la absorbancia del control.

La concentracién de extracto al 50% de inhibicion se estimd con ecuaciones lineales
cuando se graficaron las curvas resultantes del %EBso0 contra a la concentracién de los
extractos (cinco ecuaciones en total, 0.9835<r<0.9999). El acido ascorbico se evaluo
de la misma manera como las muestras como control positivo. La capacidad
bloqueadora del DPPH- se expresé como ICsoen mg/mL. Todas las pruebas se hicieron

por triplicado.

5.4.1.2. Capacidad bloqueadora del radical ABTS

La técnica de capacidad bloqueadora de radicales ABTS<+ (acido 2,2'-acino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) se llevo a cabo segun el método descrito por Re et al.
(1999). Para obtener el radical ABTSe<+, se prepararon por separado una solucion de
ABTS (7 mM) y una solucién de persulfato de potasio (140 mM) en una relacién de
1:1. Estas mezclas se mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente durante
16 h. Posteriormente, la solucién de ABTSe+ se diluyd con etanol absoluto hasta
alcanzar una absorbancia de 0.700 + 0.02 a 734 nm. Una vez formado el radical, se
mezclé cada muestra (50 uL de cada dilucién) con 1 mL de la solucién de ABTSe+, y
se registro la absorbancia a 734 nm después de 6 min. de preparada la mezcla. Se
utilizé etanol absoluto como blanco. La técnica se realizé para cinco concentraciones
diferentes de cada extracto. Se prepard un control de manera idéntica a las muestras,
excepto que se sustituy6 la muestra por un volumen igual de etanol al 80% (v/v). El

porcentaje de actividad (%EB) se calculé utilizando la siguiente formula:
% EB = [(AC-AS) /AC][100]
Donde:
AS es la absorbancia de la solucién cuando se agrego el extracto.

AC es la absorbancia del control. La concentracion de extracto que proporciono el
50% de inhibicion (ICso).

La absorbancia de calculé a partir de las ecuaciones cuadraticas que describieron las

curvas resultantes de graficar el %EBso vs. la concentracion de los extractos (cinco
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ecuaciones en total). El acido ascorbico se evalué de la misma manera como las
muestras como control positivo y estandar. La capacidad bloqueadora del ABTS++ se

expres6 como ECso en mg/mL.

5.4.1.3. Poder reductor de fierro

Para determinar el poder reductor, se siguio la metodologia descrita en el documento
de Berker et al, (2007). Se tomaron 250 pL de cada extracto a diferentes
concentraciones (1mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.0625 mg/mL,0.03125 mg/mL)
y se mezclaron con 250 pL de tampdn de fosfato de sodio (200 mM, pH 6.6) y 250 uL
de ferricianuro de potasio (1% p/v). La mezcla resultante se incub6 a 50 °C durante 20
min. Después de enfriar a temperatura ambiente durante 10 min., se agregaron 250
ML de &cido tricloroacético (10% p/v), se mezclaron y se centrifugaron a 2800 rpm
durante 10 min- a 25 °C. Se tomo el sobrenadante (500 uL) y se mezclé con 500 uL
de agua destilada y 100 pL de cloruro férrico (0.1% p/v). La absorbancia se registré a
700 nm. Se evalud el acido ascorbico de la misma manera que los extractos, como
referencia. Cuanto mayor fue la absorbancia de la mezcla de reaccion, mayor fue el

poder reductor. La capacidad de reducir fierro se expresé como ECso en mg/mL.
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5.4.2. Actividad hipoglucemiante

5.4.2.1. Inhibicion de la enzima a-amilasa

La inhibicion enzimatica de la a-amilasa se evalué de acuerdo con los métodos de
Dong et al., (2012) con diferentes concentraciones. Se disolvié a-amilasa (200 L, 1
U/mL) en tampodn de fosfato de sodio (0.02 M, pH 6.9). Se mezclaron 200 uL de esta
solucion de a-amilasa con 40 uL del extracto a evaluar. La mezcla se incubd durante
10 min: a 25 °C, posteriormente, se anadieron 400 pL de solucion de almidén (0.5%).
La reaccion se llevé a cabo a 37 °C durante 20 minutos y se detuvo afadiendo 500 pL
de reactivo DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico al 1% y 12% de tartrato de sodio y potasio
en NaOH 0.4 M). La mezcla se incub6 en un bafio de agua hirviendo durante 5 min.
La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 10 min, se realizé una
dilucién 1:10. La absorbancia se midié a 540 nm. El control se utiliz6 DMSO al 1% en
lugar de la muestra. Como blanco se utilizé una solucion de almidon en lugar de la

solucion tampén.
El porcentaje de inhibicion de la a-amilasa se calculd con la ecuacion:

% actividad inhibidora de la a-amilasa=[(AC—-AS) AC]x100%actividad inhibidora de la
a-amilasa= [ AC(AC-AS)]x100

Donde:
AS es la absorbancia de la soluciéon con el extracto.
AC es la absorbancia del control.

La concentracion del extracto que proporcioné el 50% de inhibicién de la a-amilasa
(ICs0) se calcul6 a partir de ecuaciones lineales que describen las curvas resultantes
de graficar los valores de porcentaje de inhibicién contra la concentracion de los

extractos (cinco ecuaciones en total).
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5.4.2.2. Inhibicién de la enzima a-glucosidasa

El efecto inhibidor de la enzima a-glucosidasa se llevé a cabo conforme al método
descrito por Kim et al. (2010), con algunas adaptaciones. Inicialmente, se prepard una
solucion de la enzima a-glucosidasa (50 pL, 2 U/mL), disuelta en una solucién
amortiguadora de fosfato de potasio (0.2 M, pH 6.8). Esta solucion se mezclé con
diferentes concentraciones del extracto de hojas de las plantas (50 pL).
Posteriormente, las muestras se preincubaron a 37 °C durante 15 min- y se afiadieron
100 L del sustrato de la enzima (4-nitrofenil-B-D-glucopirandsido, 3 mM). La reaccion
se incub6 a 37 °C durante 10 min- y se detuvo con 750 uL de NaCOs3 (0.1 M). La

absorbancia del 4-nitrofenol, formado después de la reaccion, se midié a 405 nm.

Se prepararon un blanco sustituyendo el sustrato por la misma cantidad de
amortiguador, y un control sustituyendo el extracto por DMSO al 2%. El porcentaje de

inhibicién se calculo utilizando la férmula:
% actividad inhibidora de la a-glucosidasa = [(AC - AS) /AC][100]
Donde:
AS es la absorbancia de la soluciéon cuando se agreg6 el extracto.
AC es la absorbancia del control.

La concentracion del extracto que proporcioné el 50% de inhibicién de la a-
glucosidasa (ICso) se calculé a partir de ecuaciones lineales que describieron las
curvas resultantes de graficar los valores de porcentaje de inhibicidn contra la
concentracion de los extractos (se obtuvieron cinco ecuaciones). El acido ascérbico se

analizo siguiendo el mismo procedimiento como referencia.
5.4.3. Inhibicion bacteriana

Para evaluar la inhibiciéon bacteriana de diferentes concentraciones de los extractos
etandlicos (12, 25, 50, 100 mg/mL) de las hojas de las plantas se emple6 el método de
difusion en pozos en agar, siguiendo una metodologia con modificaciones descrita por
Daoud et al. (2015). Inicialmente, se preparé el indculo colocando cultivos frescos de

23



Enterobacter aerogenes ( ATCC13048) , Salmonella typhimurium (ATCC 14028) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) en una solucién de caldo nutritivo para su
posterior uso. Se dejé incubar durante 24 h y se preparé el agar Mueller-Hinton segun
las especificaciones del fabricante. Una vez solidificado el agar, se realizaron pozos
utilizando una puntilla estéril de 1 mL con un radio aproximado de 0.35 cm. A
continuacion, se afnadieron 50 uL de cada extracto a los respectivos pozos, junto con
sus controles negativos (etanol y agua) y el control positivo (ciprofloxacino 10 mg/mL).
Las placas fueron inoculadas con las cepas mencionadas con un asa estéril y
posteriormente incubadas a 37 °C durante 18 horas. La actividad antimicrobiana se
evalué midiendo la zona de inhibicion, incluyendo el diametro de los pozos, que

aparecio después del periodo de incubacion.
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VI.RESULTADOS

6.1 Extracciéon de compuestos fendlicos

Los porcentajes del rendimiento de los extractos pueden verse en la Tabla 1. La

preparacion de los extractos se hizo por triplicado.

Tabla 1. Rendimiento de la extraccion etandlica de hojas de C. glomeratumy S. molle

del estado de Durango.

Especie Rendimiento (%)
Crocanthemum 11.542+0.0015
glomeratum
Schinus molle 18.535+0.008

Los compuestos fendlicos presentan una solubilidad limitada en agua debido a
composicién quimica, siendo mas solubles en disolventes de menor polaridad, como
el etanol (Kelly et al., 2019). La afinidad del etanol es por su polaridad intermedia, la
cual la hace interactuar eficazmente con los grupos hidroxilo presentes en los
compuestos fenolicos, facilitando su disolucion. Combinar estos dos dan como

resultado mejores extracciones etandlicas (Huaman-Castilla et al., 2024).

Las mezclas hidroetandlicas (combinaciones de agua y etanol) son eficaces para la
extraccion de estos compuestos. Algun ejemplo es la mezcla de etanol y agua en
proporcion 70:30 ha demostrado extraer una mayor cantidad de compuestos fendlicos
en comparacion con solventes puros como seria el etanol o agua (Soto-Garcia y
Rosales-Castro, 2016). Este comportamiento se debe a la capacidad de la mezcla para
solubilizar una variedad mas amplia de compuestos fendlicos, por la polaridad

intermedia resultante de la combinacidon de ambos disolventes.
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6.2. Contenido de fenoles totales

El contenido de compuestos fendlicos en las hojas se presenta en la tabla 2. La
concentracion total de fenoles foliares mostré una variacion significativa entre las dos
especies estudiadas: C. glomeratum alcanzé un valor de 2.675 mg EAG/g ES, mientras
que S. molle registré una concentracion de 1.181 mg EAG/g ES. Estos valores son
mas bajos a los reportados en estudios de otras especies adaptadas a zonas aridas y
semiaridas, como Rhus tripartita, cuyos fenoles totales varian entre 45.00 y 99.93 mg
EAG/g ES, y Rhus pentaphylla, con valores entre 48.26 y 83.17 mg EAG/g ES (ltidel
et al., 2013). Asimismo, las concentraciones obtenidas son menores que las
reportadas para las partes aéreas de 15 especies de haldfitas pertenecientes a seis
familias de monocotiledéneas y dicotiledoneas, en donde las concentraciones de
fenoles totales varian entre 31.86 y 212.71 mg EAG/g ES (Stankovi¢ et al., 2015).

Tabla 2. Concentracion de fenoles (CF) y flavonoides totales (FT) de extracto de hojas

de C. glomeratumy S. molle del estado de Durango.

Fenoles totales Flavonoides
Especie (mg EAG/g de hojas de la (mg EQ /g hojas de la
planta) planta)
Crocanthemurm 3.349:0.080 0.168 + 0.005
glomeratum
Schinus molle 1.481 £ 0.015 0.219£0.012

EAG: equivalentes de &cido gélico; EQ: equivalentes de quercetina.

6.3. Flavonoides totales

La concentracion de flavonoides en Crocanthemum glomeratum (0.168 £ 0.005 mg
EQ/g ES) y Schinus molle (0.219 £ 0.012 mg EQ/g ES) fue menor en comparacién con
lo reportado para cebolla (Allium cepa), las cuales presentan una concentracion de 2.7
mg de quercetina/ mg EQ/g ES (Moreno y Plazas, 2005).

El contenido de flavonoides de Schinus molle, es bajo al compararlos con los datos

reportados por Munoz (2015), quien analizé6 muestras de Passiflora quadrangularis y
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encontrdé concentraciones de 11.76 + 0.098 mg EQ/g ES. Estas diferencias podrian
deberse a que dichas regiones tienen climas calidos y humedos, caracterizado por
temperaturas mas estables, lluvias a lo largo del afio y una mayor radiacion solar, lo
que genera condiciones de estrés ambiental que favorecen la acumulacién de

flavonoides (Mufioz, 2015).

Ademas de su importancia en su defensa contra el ambiente, los flavonoides son un
grupo importante dentro de los compuestos fendlicos debido a su alta actividad

antioxidante y sus beneficios a la salud (Seleem et al., 2017).
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6.4. Analisis por HPLC-DAD

En la Figura 3 se presentan los cromatogramas obtenidos para la C. glomeratum,

junto con los espectros UV de los compuestos analizados.
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Figura 3. Cromatogramas de HPLC-DAD (registrados a 265 nm) de extractos de
hojas (A) de C. glomeratum (A) y S. molle (B) del estado de Durango. Los compuestos

1-6 Ay 1-6 B corresponden a los descritos en la Tabla 3.

28



Tabla 3. Compuestos fendlicos encontrados por HPLC-DAD en hojas de C.

glomeratumy S. molle del estado de Durango.

. Tiempo de Tipo de
Especie L : Amax
# retencion(min) compuesto
1 20.76 256, 270sh, Glicosido de
' 317sh, 356  quercetina
2 262, 286sh, Derivado de
3242 350 miricetina
3 36.01 275, 285sh, Derivado de
Crocanthemum ' 343sh quercetina
glomeratum 4 270sh, 308,
37.62 360sh Flavona
5 268, 285sh, Acido
39.97 314 358sh  fendlico
6 269, 313sh, Acido
90.52 320 361sh  fendlico
7 o5 254, 267sh, Derivado de
355 morin hidrato
8 255, 267sh, N
29.02 208sh, 355 Morin hidrato
9 31.22 279 Acido
Schinus molle fenolico
10 32 255, 267sh, 7-Rutin
320sh, 350 hidrato
11 35.20 267,351sh  /\0ido
fendlico
12 375 265, 302sh, Derivado de
' 352 miricetina

Sh (shoulder por sus siglas en ingles), es la presencia de una distorsion en un espectro de absorcion.

29



02 0.25
018 4
0.1 0.2
0.14
0.12 015
01
0.08 0.1
006
004 0.05
0.02
o i
! 270 320 370
6

U)

Absorbancia (Al

14 0.25

15
14 0.2

12
0.15

1

03
01

05
o 0.05

0z

2 1]
Longitud de onda(nm)

Figura 4 Espectros UV de los compuestos fendlicos principales encontrados en los
extractos de hojas de C. glomeratum del estado de Durango. La descripcion de los

compuestos 1-6 corresponde a los de la Tabla 3.
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Figura 5 Espectros UV de los compuestos fendlicos principales encontrados en los
extractos de hojas de S. molle del estado de Durango. La descripcion de los

compuestos 7-12 corresponde a los de la Tabla 3.
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6.5. Compuestos fendlicos de Crocanthemum glomeratum

Los compuestos fendlicos presentes en la C. glomeratum fueron reportados mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD). En la Tabla 3 se detallan los tiempos de retencion (RT) y las longitudes

de onda de absorbancia maxima (Amax).

El analisis reveld la presencia de seis compuestos fendlicos distintos. La presencia
de estos compuestos se basd en sus caracteristicas espectrales UV, tiempos de
retencion, comparacion con estandares comerciales y contrastarlos con espectros UV
reportados en la literatura (Campos y Markham, 2007). Entre los compuestos
reportados, se encontrd un glicésido de quercetina (1), un derivado de miricetina (2),

un derivado de quercetina (3), una flavona (4) y dos acidos fendlicos (5 y 6).

Estudios previos realizados en C. glomeratum han reportado la presencia de
flavonoides, como la quercetina y sus derivados, mediante técnicas cromatograficas
avanzadas como la cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) (Garcia,
2023). Estos compuestos estan asociados con diversas propiedades bioldgicas, entre
las que resaltan su actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral y antibacteriana.
Ademas, se ha reportado que los derivados de quercetina poseen efectos
antihipertensivos y hepatoprotectores (Kumar y Pandey, 2013b; Boots et al., 2008;
Egert et al., 2012; Suh et al., 2011).

6.6. Compuestos fendlicos de Schinus molle

En la Tabla 3 se detallan los tiempos de retencion (RT) y las longitudes de onda de
absorbancia maxima (Amax). Ademas, en la Figura 5 se presentan los cromatogramas

obtenidos para S. molle, junto con los espectros UV de los compuestos analizados.

El analisis revel6 la presencia de seis compuestos fendlicos distintos. La presencia
de estos compuestos se basd en sus caracteristicas espectrales UV, tiempos de
retencion, comparacion con estandares comerciales y contrastarlos con espectros UV
reportados en la literatura (Campos y Markham, 2007). Entre los compuestos

presentes, se encontrd el compuesto 7-morin hidrato (8) y un derivado de este (7), un

32



derivado de miricetina (12), un derivado de miricetina (10) y dos acidos fendlicos (9 y
11).

La miricetina y sus derivados son compuestos de alto valor biologico, especialmente
por su actividad antioxidante y su potencial terapéutico en el manejo de enfermedades
neurodegenerativas y metabdlicas (Duan et al., 2021; Xie et al., 2023; Kim et al., 2002).
Por otro lado, los acidos fendlicos presentes no solo tienen una notable capacidad
antioxidante, sino que también presentan propiedades antiinflamatorias, lo que los
convierte en compuestos de interés para tratamientos de enfermedades
cardiovasculares (Zhang y Tsao, 2016; Dai y Mumper, 2010; Garcia-Lafuente et al.,
2009).

6.7. Actividad biolégica

6.7.1. Actividad antioxidante

Tabla 4 Actividad antioxidante de extractos de hoja de C. glomeratum y S. molle del

estado de Durango.

Especie ICs0 aBTS (M@/mL)  1Cs0 pPPH (MQ/mL) RP (A700)
Crocanthemum glomeratum 0.096+0.0052 0.277+0.0129 1.874+0.062™
Schinus molle 0.332+0.018° 0.988+0.023" 1.739+£0.099"
Rutina 0.195+0.003¢ 0.318+0.005' 2.454+0.049°
Acido cafeico 0.048+0.000¢ 0.099+0.003! 3.224+0.113°
Acido ascérbico 0.088+0.000f 0.076 + 0.001k  3.000+0.0774

ICs0 DPPH: concentracion para inhibir el 50% para el radical DPPH; ICs0 ABTS: concentracion para
inhibir el 50% para el radical ABTS; RP: poder reductor; A700: absorbancia a 700 nm, a 0.5 mg/mL,
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticas (prueba de rango mudltiple de
Duncan, p < 0.05).

En el ensayo DPPH, el IC5, para C. glomeratum fue de 0.096 + 0.005 mg/mL, mientras
que para S. molle fue de 0.332 + 0.018 mg/mL. Esto indica que la actividad antioxidante
de bloqueo del radical DPPH+ es mayor en C. glomeratum en comparacion con S.

molle. Sin embargo, ninguna de las dos especies estudiadas alcanzo los valores de
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inhibiciéon de las enzimas evaluadas, asi como el poder reductor contra Fe (Gulgin,
2006; Cadenas, 1997).

Al comparar los valores de ICs, de DPPH S. molle con los reportados por Volpini-
Klein et al. (2020), quienes determinaron un ICs, de 0.117+ 0.008 mg/mL para S. molle
y de 0.32 mg/mL para el acido ascorbico, se observa que los resultados de este estudio
son mas bajos. Por otro lado, C. glomeratum mostré una alta actividad antioxidante
cuando se compara con el analisis de acido ascorbico, un compuesto reconocido por

su capacidad antioxidante (Arnao y Cano, 2004).

Ambas plantas presentan valores de IC5, para DPPH superiores a los reportados por
Ruto et al. (2018) para hojas de Prosopis juliflora (ICs, = 133.07 mg/mL), pero inferiores
a los encontrados para la corteza de Entada leptostachya (ICs, = 0.07 mg/mL), ambas
especies de la familia Fabaceae, la cual se usa tradicionalmente en la medicina

africana para tratar problemas como inflamaciones, dolor y enfermedades de la piel.

En el ensayo ABTS", los resultados mostraron un comportamiento similar al
observado en la capacidad de bloqueo del DPPH (Tabla 4). Sin embargo, los valores
de ICso para los extractos foliares de C. glomeratum y S. molle fueron en una
concentracion mas baja en comparacion con los extractos etandlicos de Oudneya
africana (ICso = 1.7 mg/mL), una planta endémica del desierto del Sahara (Hajlaoui et
al., 2019). Lo anterior permite resaltar que, a pesar de una menor concentracion de
compuestos fenolicos, C. glomeratum y S. molle pueden presentar una capacidad

antioxidante significativa.

Por otro lado, un estudio reciente realizado por Shehata et al. (2024) reportd un ICs,
de 0.082 mg/mL para ABTS en C. glomeratum, lo que indica una actividad antioxidante
mas alta que la observada en el presente estudio. Esto debido a distintos factores que
pueden ser en su mayoria ambientales, pero lo importante es investigar las

condiciones de crecimiento.

Los resultados de la capacidad reductora de hierro (FRAP) demostraron que los

extractos de C. glomeratum y S. molle presentaron una actividad mayor en
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comparacion con los estandares analizados como referencia (Tabla 4). Ademas, al
comparar estos resultados con estudios previos, se observo que el extracto de S. molle
supero en actividad antioxidante a los extractos etanolicos foliares de Physalis
angulata (A7oo = 0.390).

La capacidad antioxidante de los extractos vegetales se asocia comunmente a la
presencia de compuestos fendlicos. Se ha senalado por algunos autores que esta
relacion no siempre es directa, ya que la actividad antioxidante no depende
unicamente de la concentracion de fenoles, sino también de la composicién quimica y
como interactua entre los distintos compuestos presentes en los extractos (Barriada-
Bernal et al., 2014). Es por ello por lo que la estructura quimica de los compuestos
fendlicos, particularmente el numero y la posiciéon de los grupos hidroxilo en la
molécula, juega un papel crucial en la determinacion de su actividad antioxidante
(Zhang y Tsao, 2016).

Los compuestos presentes en C. glomeratum y S. molle sugieren que ambas
especies poseen un alto potencial antioxidante de acuerdo con Sari et al. (2023), lo
que las convierte en una importante fuente de compuestos bioactivos. Entre estos
compuestos, los derivados de miricetina destacan por su potente actividad
antioxidante, superior incluso a la de la quercetina. Esta mayor eficacia se atribuye a
su estructura quimica, que les permite neutralizar radicales libres de manera mas
rapida y efectiva (Duan et al., 2021; Kumar y Pandey, 2013a; Xie et al., 2023; Zhang y
Tsao, 2016).

6.8. Actividad inhibitoria enzimatica

6.8.1. Actividad inhibitoria de a-amilasa

En la Tabla 5 se presenta la capacidad inhibitoria de a-amilasa de los extractos de
hoja de C. glomeratum, Schinus molle y del inhibidor estandar acarbosa. El extracto
de C. glomeratum mostré un valor de ICs, de 0.118 mg/mL, mientras que S. molle
presento un IC5, de 0.627 mg/mL, lo que indica que C. glomeratum posee una mayor

capacidad inhibitoria de a-amilasa en comparacién con S. molle. Ambos extractos
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demostraron un potencial significativo como inhibidores de esta enzima. Esta actividad
inhibitoria resulta aun mas destacable al compararse con los resultados del estudio de
Karaca et al. (2023), en el cual los extractos etanolicos de Centaurea lycaonica
mostraron un ICs, de 0.2041£0.00174 mg/mL para la inhibicién de a-amilasa, mientras

que la acarbosa presenté un ICso de 0.276 + 0.0021 mg/mL.

Tabla 5 Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa y a-amilasa de extractos de

C. glomeratumy S. molle de Durango.

. ICs0 a-amilasa ICs0 a-glucosidasa
Especie (mg/mL) (mg/mL)
Crocanthemum glomeratum 0.118+0.0072 0.044+0.000¢
Schinus molle 0.627+0.035° 0.06+0.000f
Acarbosa* 42.84+0.78¢ 6.22+0.03¢

ICs0 a-amilasa: concentracion para inhibir el 50% de la enzima a-amilasa; ICso a-glucosidasa:
concentracion para inhibir el 50% de la enzima a-glucosidasa. * estandar de referencia. Diferentes letras

en la misma columna indican diferencias estadisticas (prueba de rango multiple de Duncan, p < 0.05)

Los extractos de hojas de Crocanthemum glomeratum 'y Schinus molle demostraron
un alto potencial inhibidor de la enzima a-amilasa, superando a la acarbosa , un
farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de la diabetes. Los resultados de este
estudio demostraron que los extractos etandlicos de C. glomeratum exhiben una mayor
capacidad inhibitoria (ICs0 = 0.118 mg/mL) en comparacién con los reportados para
Senna surattensis (0.123 mg/mL), una especie utilizada en la medicina tradicional de
la India para el manejo de la diabetes (Thilagam et al., 2013). Los valores de inhibicién
de C. glomeratum fueron superiores a los de siete de diez especies de la familia
Verbenaceae, analizadas para su uso en el tratamiento de esta enfermedad (Avila-
Reyes et al., 2019). Por otra parte, S. molle también mostr6é una actividad inhibitoria
significativa, aunque ligeramente menor que la de C. glomeratum, pero aun superior a

la de la acarbosa.

Los resultados de este estudio confirman que los extractos fendlicos de C.

glomeratum 'y S. molle poseen una alta actividad inhibitoria de estas enzimas, lo que
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sugiere su potencial como agentes antihiperglucemiantes naturales. Ademas, los
compuestos fendlicos de origen natural son menos propensos a causar efectos
secundarios adversos en comparacion con los farmacos sintéticos, y pueden ayudar a
prevenir problemas asociados a la diabetes, como enfermedades cardiovasculares,
neuropatia, nefropatia y retinopatia (Lin et al.,, 2016). Estos hallazgos resaltan la
importancia de continuar investigando el potencial terapéutico de estas especies en el

manejo de la diabetes y sus complicaciones.

6.8.2. Actividad inhibitoria de a-glucosidasa

La actividad inhibitoria de la a-glucosidasa se evalu6 en los extractos foliares de
Schinus molle y Crocanthemum glomeratum, utilizando la enzima extraida de

Saccharomyces cerevisiae.

En la Tabla 5 se presenta la capacidad inhibitoria de a-glucisidasa de los extractos
de hoja de C. glomeratum, Schinus molle y del inhibidor estandar acarbosa. El extracto
de C. glomeratum mostré un valor de ICs, de 0.044 mg/mL, mientras que S. molle
presento un IC5, de 0.060 mg/mL, ambos menores que el de la acarbosa (6.22 mg/mL),
lo que indica una mayor actividad inhibitoria enzimatica. Resultados similares se han
reportado en otras especies con propiedades antidiabéticas. Los extractos de Tamarix
nilotica también han demostrado actividad inhibitoria relevante: el extracto etandlico al
50% presentd un ICs, de 12.5 ug/mL, el extracto acuoso de 0.248 mg/mL, (Daou et al.,
2022). Estos hallazgos refuerzan el potencial de diversas especies vegetales como

fuentes de inhibidores naturales de a-amilasa.

El potencial inhibidor de la a-glucosidasa observado en los extractos de ambas
plantas super6é en mas de 100 veces la actividad de la acarbosa, lo que sugiere una
eficacia significativamente mayor. La acarbosa es un farmaco utilizado para el
tratamiento de la diabetes tipo 2; sin embargo, estudios previos han sefialado que su
actividad in vitro frente a la a-glucosidasa de S. cerevisiae y Bacillus
stearothermophilus es limitada (Shai et al., 2010; Anam et al., 2009; Oki et al., 1999),
lo que podria explicar su bajo potencial inhibidor en el presente estudio, pero es uno
de los estandares con su mecanismo de reaccién conocido.
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Si bien la acarbosa es un medicamento aprobado para el tratamiento de la diabetes,
su uso puede generar efectos secundarios, como problemas gastrointestinales y
hepaticos (Vinayagam et al., 2016; Asgar, 2013). Aunque los inhibidores de a-
glucosidasa no se recomiendan como tratamiento unico para la diabetes, pueden

utilizarse como complemento en algunas terapias (Benalla et al., 2010).
6.9. Inhibicién bacteriana

Las plantas fueron evaluadas frente a Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium y Enterobacter aerogenes, porque se ha documentado que los aceites
esenciales tienen una actividad antibacteriana. Estudios previos han demostrado que
extractos y aceites de estas especies inhiben el crecimiento de diversas bacterias
(Shehata et al., 2025; de Mendonga Rocha, 2012; Padalia et al., 2015). Ademas, su
uso en la medicina tradicional demuestra el interés en investigar su potencial como

inhibitorio bacteriano.
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Tabla 6. Actividad inhibitoria bacteriana de extractos de hojas de C. glomeratum y S.

molle contra Staphylococcus aerus, Salmonella typhimurium vy Enterobacter

aerogenes.
Concentracion Diametro de inhibicién(cm)
Especie
(mg/mL) S. aureus S. typhimurium  E. aerogenes
100 1.31+0.131 1.467+0.102 1.6£0.082
Crocanthemum 50 1.034+0.249 1.15+0.041 1.3+£0.041
glomeratum 25 0.834+0.047 0.9+0.081 1.034+0.125
12.5 0.65+0.108 0.634+0.048 0.73410.047
100 0.834+0.047 0.867+0.047 0.933+0.188
50 0.55+0.041 0.584+0.082 0.584+0.085
Schinus molle
25 0.400£0.000 0.3+0.081 0.367+0.047
12.5 0.100£0.000 0.100£0.000 0.1+0.000
Ciprofloxacino 10 10.6£0.56 6.56+£1.19 9.76+0.76

Como control se utilizé ciprofloxacino.

Los resultados, presentados en la Tabla 6, indican que los extractos de C.glomeratum
tiene actividad de inhibicidon bacteriana mas alta que los extractos de S. molle, sin
embargo, ambos extractos presentaron una menor capacidad de inhibicion en
comparacion con el ciprofloxacino un antibiético usado en la actualidad, otra

caracteristica del antibiético es su amplio espectro.

A pesar de su actividad antimicrobiana, se observé que, en algunos casos,
especificamente en los halos de inhibicion generados por C. glomeratum, las bacterias
lograban crecer dentro del area inicialmente inhibida. Este fendmeno podria deberse

a tres posibles causas:

1. Concentracion insuficiente del agente antimicrobiano en la orilla del
pocillo: La difusién desigual del compuesto puede generar una disminucién de

su concentraciéon conforme se aleja del punto de aplicacion, permitiendo el
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crecimiento bacteriano en areas con concentraciones sub inhibitorias (Andrews,
2001).

2. Degradacién del antimicrobiano durante el ensayo: Si el compuesto pierde
su actividad con el tiempo, las bacterias pueden proliferar nuevamente una vez

que la concentracion efectiva del antimicrobiano disminuye (Piddock, 2006).

3. Presencia de una subpoblacién resistente: Algunas bacterias pueden
desarrollar resistencia a los compuestos, estas toleran concentraciones del

compuesto que previamente eran inhibitorias (Martinez y Baquero, 2000).

Los resultados obtenidos mostraron halos de inhibicion de 0.1 cm (1 mm) a una

concentracion de 10 mg/mL frente a bacterias Grampositivas y Gramnegativas.

Estos datos son consistentes con los reportados por Loyola et al. (2020), quienes
evaluaron la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas de Schinus molle
al 75% contra Streptococcus mutans utilizando el método de difusion en disco. En su
estudio, se observaron halos de inhibicion de aproximadamente 0.11 £ 0.005 cm a las
48 horas, indicando una actividad antibacteriana significativa del extracto etandlico de

S. molle.
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Figura 6 Halos de inhibicion de extractos de las hojas de C. glomeratum en
Staphylococcus aerus (2), Salmonella typhimurium (3), Enterobacter aerogenes (1), y
S. molle en Staphylococcus aerus (5) Salmonella typhimurium (6) y Enterobacter

aerogenes(4)
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VII. CONCLUSIONES

El presente estudio permitié caracterizar los perfiles fitoquimicos y la actividad
biolégica de Crocanthemum glomeratum 'y Schinus molle, dos especies empleadas en
la medicina tradicional. Se report6 que C. glomeratum presenta un contenido
significativo de fenoles totales, con al menos seis compuestos con alto potencial
antioxidante. A pesar de que C. glomeratum exhibe una elevada actividad bioldgica,
contiene una baja concentracion de flavonoides. Sin embargo, su actividad
antioxidante fue considerable, como lo demostraron los ensayos DPPH, ABTS vy el
poder reductor del hierro a bajas concentraciones, lo cual sugiere una notable

eficiencia de los compuestos fendlicos en la neutralizacién de radicales libres.

Este comportamiento indica que los metabolitos presentes en C. glomeratum pueden
contribuir al secuestro de radicales libres y a la quelacidon de metales, lo que resulta de
interés para su posible aplicacion como agente protector frente al dafio oxidativo. En
cuanto a su actividad antimicrobiana, C. glomeratum generd zonas de inhibicién mas
amplias; sin embargo, las bacterias mostraron cierta capacidad de adaptacion, lo cual

podria estar relacionado con biodegradacién de los compuestos activos.

Por otra parte, Schinus molle también presentd una actividad antioxidante moderada
en comparacion con otras especies, reportandose seis compuestos con importante
valor antioxidante, asi como una cantidad considerable de flavonoides. En lo que
respecta a su actividad antibacteriana, S. molle mostré halos de inhibicion mas
pequenos, pero con bordes mas definidos, lo que podria asociarse con un efecto

citotéxico mas inmediato, aunque de menor espectro.

Ambas especies demostraron ademas una notable capacidad para inhibir enzimas
clave en la digestion de carbohidratos, lo cual abre la posibilidad de su uso en el
desarrollo de productos con efecto hipoglucemiante. La inhibiciéon de enzimas como la
a-amilasa sugiere que estos extractos podrian formar parte de estrategias
complementarias para el control de la glucosa en sangre, o que debe ser explorado
en futuras investigaciones orientadas al desarrollo de fitoterapéuticos con aplicaciones

en el tratamiento de la diabetes tipo 2.
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En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial terapéutico de Crocanthemum
glomeratum y Schinus molle, destacando su importancia tanto en la conservacion del
conocimiento etnobotanico como en la investigacion cientifica para el desarrollo de

alternativas naturales con aplicaciones clinicas.
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