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Resumen

La identificacion de compuestos bioactivos en plantas es esencial para el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos y nutracéuticos. El objetivo de esta investigacion fue la
caracterizacion fitoquimica y actividad biologica de extractos de Tillandsia usneoides
recolectadas en Cordoba y Tetelzingo. Se realizaron pruebas fitoquimicas para identificar
metabolitos secundarios presentes en los extractos. La actividad antioxidante se evaluo
mediante ensayos de inhibicion de radicales libres, y la citotoxicidad se determino usando un
bioensayo de letalidad en nauplios de Artemia salina. Los andlisis fitoquimicos revelaron la
presencia de alcaloides y glucosidos en el extracto etandlico de Cordoba, mientras que el
extracto acuoso mostrdé una alta concentracion de flavonoides. En Tetelzingo, el extracto
etandlico presentd una alta concentracién de taninos y glucosidos, y el extracto acuoso en
flavonoides. La actividad antioxidante fue significativamente mayor en el extracto acuoso de
Cordoba (72.09%) en comparacion con el extracto etandlico (37.33%). En Tetelzingo, el
extracto etandlico mostrd una mayor actividad antioxidante (46.94%) que el extracto acuoso
(30.04%). Los ensayos de citotoxicidad indicaron que ambos extractos presentaron una
toxicidad moderada, con valores de CLso superiores a 100 pg mL™!, mientras que el control
positivo mostrd alta toxicidad (CLso de 15.58 ug mL™).

Palabras clave: Metabolitos secundarios, Artemia salina, antioxidante, citotoxicidad,
glucosidos.

Abstract

The identification of bioactive compounds in plants is essential for the development of new
pharmaceutical and nutraceutical products. The objective of this research was the
phytochemical characterization and biological activity of extracts of Tillandsia usneoides
collected in Cordoba and Tetelzingo. Phytochemical tests were performed to identify
secondary metabolites present in the extracts. Antioxidant activity was evaluated by free radical
inhibition assays, and cytotoxicity was determined using a lethality bioassay on Artemia salina
nauplii. Phytochemical analyses revealed the presence of alkaloids and glycosides in the
ethanolic extract from Cordoba, while the aqueous extract showed a high concentration of
flavonoids. In Tetelzingo, the ethanolic extract showed a high concentration of tannins and
glycosides, and the aqueous extract in flavonoids. The antioxidant activity was significantly
higher in the aqueous extract of Cordoba (72.09%) compared to the ethanolic extract (37.33%).
In Tetelzingo, the ethanolic extract showed higher antioxidant activity (46.94%) than the
aqueous extract (30.04%). Cytotoxicity tests indicated that both extracts showed moderate
toxicity, with LCso values above 100 ng mL!, while the positive control showed high toxicity
(LCso of 15.58 ug mL™).

Keywords: secondary metabolites, Artemia salina, antioxidant, cytotoxicity, glycosides.

Resumo

A identificagdo de compostos bioactivos nas plantas € essencial para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos e nutracéuticos. O objetivo desta investigacdo foi a caraterizagdo
fitoquimica e a atividade biologica de extractos de Tillandsia usneoides recolhidos em Cordoba
e Tetelzingo. Foram realizados testes fitoquimicos para identificar os metabolitos secundarios
presentes nos extractos. A atividade antioxidante foi avaliada através de ensaios de inibi¢ao de
radicais livres, e a citotoxicidade foi determinada através de um bioensaio de letalidade em
Artemia salina nauplii. As analises fitoquimicas revelaram a presenca de alcaldides e
glicosideos no extrato etanodlico de Coérdoba, enquanto o extrato aquoso apresentou uma
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elevada concentragdo de flavondides. Em Tetelzingo, o extrato etanolico apresentou uma
elevada concentragao de taninos e glicosideos, e o extrato aquoso de flavonoides. A atividade
antioxidante foi significativamente mais elevada no extrato aquoso de Cérdoba (72,09%) em
comparagdo com o extrato etandlico (37,33%). Em Tetelzingo, o extrato etandlico mostrou
uma maior atividade antioxidante (46,94%) do que o extrato aquoso (30,04%). Os testes de
citotoxicidade indicaram que ambos os extractos apresentaram uma toxicidade moderada, com
valores de CLso superiores a 100 pg mL™!, enquanto o controlo positivo apresentou uma
toxicidade elevada (CLso de 15,58 pg mL™).

Palavras-chave: Metabolitos secundarios, Artemia salina, antioxidante, citotoxicidade,
glicosideos.

Introduccion

La medicina tradicional sigue siendo un recurso medicinal significativo para muchas
personas en el mundo (Yuan et al., 2016). Las plantas medicinales tienen un papel destacado
en las culturas indigenas de los paises en desarrollo, siendo variadas y abundantes (Ambu et
al., 2020; Mishra y Kumar, 2023). En México, la medicina tradicional juega un papel crucial
en la practica médica, con una considerable proporcion de la poblacidon que recurre a remedios
tradicionales, los cuales incluyen una diversa variedad de plantas medicinales (Lucia et al.,
2021).

A pesar de la diversidad de hierbas medicinales, el conocimiento cientifico disponible
es muy limitado como en el caso de las bromelias (Vite-Posadas et al., 2011). Este grupo exhibe
una gran diversidad de habitats y representa la tercera familia botdnica mas importante de
monocotiledoneas mexicanas (Pulido-Esparza et al., 2004). Tillandsia usneoides, pertenece a
la familia de las Bromeliaceas, que comprende de 649 especies, popularmente conocida en
distintas regiones de México como heno o pascle, es una planta epifita que habita de forma
independiente: en el suelo, arboles, sustratos inertes e incluso en cables de lineas eléctricas
(Espejo-Serna y Lopez-Ferrari, 2018; Estrella-Parra et al., 2019). En estas especies, la falta de
un sistema radicular absorbente se compensa con una estructura especializada llamada tricoma,
esencial para la absorcion de agua y otros nutrientes (Papini et al., 2011).

En México, T. usneoides se usaba en la sociedad azteca y en la época postcolombina
para decorar escenas de natividad (Gardner, 1982). El género Tillandsia se utiliza como
fertilizante organico en muchos paises asiaticos (Zhang, 2016). Ademas, 7. usneoides se usa
como arreglo decorativo en edificios, como plantas ornamentales en soportes verticales, para
purificacion del aire en interiores y como cortinas vegetales (Monteiro et al., 2011; Wickham,

2013; Lopez-Garcia et al., 2023).
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T. usneoides se ha utilizado como biomonitor de metales pesados y contaminantes del

aire (Kim et al., 2020). En la medicina tradicional se utiliza para el tratamiento de la tos,
bronquitis, reumatismo, tlceras, hemorroides, problemas menstruales, entre otros (De Fatima
et al., 2008; Smith-Oka, 2008; Zamora, 2009; Hornung-Leoni, 2011; Mondragon et al., 2011).
Sin embargo, en la mayoria de los casos, se ha prestado poca atencién a la validacion
experimental de sus propiedades medicinales. También, se ha utilizado tradicionalmente en el
control de la diabetes (Miranda-Nuifiez et al., 2021) y como anticancerigeno (Lasso et al., 2022).

Los compuestos de las plantas del género Tillandsia han sido extraidos mayormente de
extractos organicos, especialmente alcohdlicos (metanol y etanol), aunque también se han
empleado solventes como acetona, cloroformo, hexano y benceno. Ademas, algunos extractos
han sido investigados utilizando fluido supercritico de CO,, mientras que los compuestos
presentes en extractos acuosos han recibido menos atencion (Estrella-Parra et al., 2019).

Los principales compuestos en el género Tillandsia son flavonoides, triterpenoides,
acidos cinamicos, también han sido reportados alcaloides, cumarinas y glucdsidos
(Vasconcelos et al., 2013; Lowe et al., 2014; Estrella-Parra et al., 2019). Estos compuestos han
demostrado actividades biologicas como agente hipoglucémico, antitumoral, antimicrobiana,
antiinflamatoria, antivirulencia y antialérgicas (Vite-Posadas et al., 2011; Espejo-Serna y
Lopez-Ferrari, 2018; Lasso et al., 2022). Sin embargo, solo alrededor del 10% de las especies
de Tillandsia han sido exploradas, lo que resalta su prometedor futuro en investigacion debido
a su relevancia cultural, econémica y farmacoldgica, con un potencial significativo en muchos

aspectos esenciales de la sociedad (Estrella-Parra et al., 2019).

Metodologia

Recoleccion de planta

La planta de 7. usneoides se recolecto en dos zonas diferentes dentro del estado de
Veracruz (Cordoba y Tetelzingo). Las plantas fueron transportadas y envueltas en papel estraza
al Laboratorio de Biotecnologia donde se procedi6 al fraccionamiento de la planta con ayuda
de unas tijeras esterilizadas, para su posterior secado. Se realizo el secado por 7 dias en placas
de plastico cubiertas con malla para evitar la contaminacién con agentes externos,
posteriormente se realizo el pesaje donde se obtuvieron 350 g de material seco respectivamente.

Que fueron divididas en porciones semejantes para dos extractos.
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Preparacion de extractos

La planta 7. usneoides fueron lavadas y luego secadas a temperatura ambiente. El
material vegetal se homogeneizd en un mortero y luego se tamizo utilizando un tamiz de 3.2
mm. Para obtener extractos acuosos y etilicos al 2% (m/v), se mezclaron 2 g de material vegetal
con 100 mL de agua bidestilada (DDW) o 100 mL de alcohol etilico (96%), respectivamente.
El extracto acuoso se calento hasta ebullicion durante 10 minutos, se filtré con discos de papel
de filtro cualitativo (Munktell, grado 388) y luego se concentré mediante liofilizacion durante
una semana (liofilizador, LABCONCO). El extracto etilico se percold continuamente en
caliente durante 72 horas utilizando un aparato Soxhlet, se filtr6 con discos de papel de filtro
cualitativo y luego se concentro a presion reducida en un evaporador rotatorio (Buchi, RE111).
Los extractos se almacenaron en frascos ambar a 4 °C hasta su uso.

Pruebas Fitoquimicas preliminares
Alcaloides

Se tomo una porcién del extracto y se adiciond 0.3 mL de acido clorhidrico al 10%. Se
calent6 en bafio maria por diez minutos, se enfrid y se filtro. Se adiciond una gota del reactivo
de Wagner, la formacion de una coloracion roja a naranja, blanco a crema y marron se considera
positiva la prueba.

Flavonoides

Se anadieron 3 gotas de hidroxido de sodio al 10% al extracto. La formacién de una
coloracion amarilla a roja indica la presencia de xantonas y flavonas. La coloracion café a
naranja sugiere la presencia de flavonoles, mientras que una coloracion purpura a rojiza indica
la presencia de chalconas. Finalmente, una coloracidon azul sugiere la presencia de antocianinas.
Taninos

Se evaporo 0.5 mL del extracto de la planta y se disolvio el residuo en 1.5 mL de agua
destilada. Se tom6 0.5 mL de extracto obtenido y se adiciond 2 a 4 gotas de solucion de cloruro
férrico al 10%. La coloracion azul indico la presencia de taninos hidrolizables y la coloracion
verde la presencia de taninos condensados.

Saponinas

Se evaporo 1 mL del extracto de la planta y se disolvio en agua hirviendo.
Posteriormente se dejo reposar por 15 min. Se clasifico la presencia de saponinas por la altura
y formacion de la espuma.

Si la espuma es <5 mm: (-), se considerd negativa, no contiene saponinas.

Alrededor de 5-10 mm: (+) un contenido bajo de saponinas.
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Alrededor de 10-15 mm: (++) un contenido moderado de saponinas.

Una altura >15 mm: (+++), un alto contenido de saponinas.
Cumarinas

En un tubo de ensayo se colocé 1 mL del extracto de la planta, se tapd con papel filtro
(previamente impregnado con solucion diluida de Hidroxido de Sodio), se llevo a baio maria
a 100 °C durante 5 minutos. El papel filtro se seco y se examiné bajo la luz UV. La presencia
de fluorescencia amarilla indico la presencia de cumarinas.
Triterpenos y/o esteroides

Se secd 0.5 mL del extracto y se adicion6 0.5 mL de cloroformo. Se dividi6 en dos
tubos de ensayo. En la primera prueba se realiz6 la reaccion de Liebermann—Burchard, la
coloracion azul-violeta y finalmente verde indic6 positivo. También, se determind la reaccion
de Salkowski, en este caso la solucion debe tornarse roja indicando la presencia de los
compuestos esteriodales.
Glucosidos

A 0.5 mL del extracto de la planta se adiciond 0.25 mL de solucion de acetato de plomo
al 10% y 0.25 mL de agua destilada. Se calent6 la mezcla en bafio maria durante 10 minutos.
Se agito el filtrado con 1 mL de CHCIs. Se separo la capa cloroféormica en tubos de ensayo y
se llevd a sequedad. Se adiciond 4 gotas de los siguientes reactivos para sus respectivas
reacciones:

e Tubo 1: Reaccion de Baljet. Una coloracion roja, naranja-rojiza o violeta con
cardenolidos.

e Tubo 2: Reacciéon de Raymond-Marthoud. Anillo lactonico de los cardenolidos.
Coloracidn roja, naranja-rojiza o violeta con cardenolidos.

e Tubo 3: Reaccion de Keller-Killani. Una gota de 4cido acético glacial, una gota
de cloruro férrico al 10% y una gota de reactivo de Salkowski. Coloraciones
intensas de color marron.

e Tubo 4: Reaccion de Liebermann-Burchard. La coloracion verde o azul verdoso
indico positivo para la prueba.

e Tubo 5: Reaccioén de Salkowski (nucleo esteroidal). Coloracion amarilla-rojo
sangre.

Derivados antracénicos
En un tubo eppendorf se colocaron 0.5 mL de extracto de la planta y se adiciono 0.5

mL de cloroformo, se agito y se dejé por 15 minutos en reposo. Se extrajo la fase cloroférmica
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y se colocd en tubo eppendorf limpio. Se determino la reaccion de Borntraeger: en un tubo

eppendorf se adiciond 0.5 mL de solucién de hidroxido de sodio al 5% en agua. Una coloracion
rojiza en la fase acuosa, indico la presencia de antraquinonas.
Actividad antioxidante

Se realizé6 mediante el método de del radical estable del 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) (Brand-Williams et al., 1995). Se calibré el espectrofotémetro con metanol al 80% a
una longitud de onda de 750 nm, posteriormente se prepar6 el reactivo DPPH para el cual se
peso6 0.0020 g de reactivo DPPH y se aforo a 100 mL con metanol al 80%, se coloco el reactivo
en una celda para espectrofotometro para medir su absorbancia a 517 nm. Las muestras de
prueba se prepararon mezclando cada extracto de 7. usneoides (10 pL) y soluciéon de DPPH
(190 pL), se mezclaron y luego se incubaron en la oscuridad a 37 °C durante 20 minutos. Todas
las pruebas se realizaron por triplicado. La actividad antioxidante se expres6 como porcentaje
de inhibicion, la cual corresponderd a la cantidad de radical DPPH neutralizado por la muestra
a una determinada concentracion, de acuerdo con la siguiente ecuacion: % Inhibicion = (4 —
A1/A) * 100; Donde: A = absorbancia del control y A1 = absorbancia de la muestra.
Bioensayo de citotoxicidad

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos EE y EA de Cordoba y Tetelzingo, se
realizé un bioensayo de letalidad utilizando nauplios de Artemia salina, siguiendo el método
descrito por Krishnaraju et al. (2005). Los huevos de A. salina fueron incubados en un matraz
conico de 1 L que contenia agua de mar estéril (38 g L', pH a 8,5) y se mantuvieron en
condiciones de aireacion constante. Después de 24 horas, se afiadié al matraz conico una
solucion de levadura al 0.06% (15 mL) para alimentar a las larvas. Transcurridas 48 horas
desde la incubacion de los huevos, se recolectaron, contaron y seleccionaron nauplios activos,
libres de cascaras de huevo, que luego se transfirieron a viales que contenian 4.5 mL de
solucion salina. Posteriormente, los nauplios fueron expuestos a diferentes concentraciones (1-
5000 pg mL') de los extractos de plantas durante 24 horas, realizandose el experimento en
triplicado para cada dosis. Finalmente, se cont6 el nimero de larvas supervivientes. La letalidad
(%) se calcul6 comparando el promedio de nauplios sobrevivientes en los tratamientos con los
de los tubos de control. Los valores de CLso (Concentracion letal para matar el 50% de las A.
salina) se derivaron a partir de la linea de mejor ajuste entre la concentracion del extracto y el
porcentaje de mortalidad. En el bioensayo, se emple6 dicromato de potasio (K2Cr.07) como

control positivo y agua de mar estéril como control negativo.
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Analisis estadistico

Para la actividad antioxidante, se midieron las absorbancias de los extractos y se calculod
el porcentaje de inhibicion, expresando los datos como media + desviacion estandar (DE). Se
empled una prueba t de Student para muestras independientes con el fin de determinar si las
diferencias en la actividad antioxidante entre los extractos acuoso y etandlico eran
estadisticamente significativas, considerando significativos los valores de p < 0.05. Los
resultados de las determinaciones de citotoxicidad se expresan como medias y desviaciones
estandar de tres réplicas. Cuando fue necesario, los resultados se compararon mediante un
analisis de varianza (ANOVA) con el software STATISTICA (StatSoft 10.0; Tulsa, Ok, EE.
UU.). Para comparar medias se utiliz6 la prueba de diferencia significativa de Tukey (p <0,05).
Antes de realizar el analisis de varianza, se verificd la normalidad de los datos a través de la

prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Bartlett.

Resultados

Determinacion de metabolitos secundarios

Los resultados de las pruebas fitoquimicas de los extractos acuoso (EA) y etanolico
(EE) de la planta recolectada en Cordoba mostraron la presencia en el extracto etanolico (EE)
de alcaloides (++) y glucosidos (+), ausentes en el extracto acuoso (EA), lo que indica una
mayor solubilidad de estos compuestos en etanol. Los flavonoides fueron abundantes (+++) en
el extracto acuoso, sugiriendo que son mas solubles en agua, mientras que los taninos
estuvieron presentes en alta concentracion (+++) en el extracto etanolico. Las cumarinas y
saponinas también se encontraron Unicamente en el extracto etanolico, subrayando la capacidad
del etanol para extraer estos compuestos.

Las reacciones de Raymond y Liebermann-Burchard fueron positivas en ambos
extractos, aunque mas intensas en el etandlico, indicando la presencia de alcaloides, esteroles
y triterpenos en mayores concentraciones en este solvente. Los derivados antracénicos no se

detectaron en ninguno de los extractos (Tabla 1).
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Tabla 1.

Resultados de las pruebas fitoquimicas de ambos extractos de la planta recolectada en

Cordoba.
Metabolito Prueba EA EE
Alcaloides Wagner - ++
Flavonoides NaOH +++ -
Taninos FeCls - +++
Cumarinas NaOH - +
Glucosidos Baljet - +
Raymond-
Marthoud o I
Keller-Kiliani - -
Liebermann-
Burchard i i
Salkowsky - -
Saponinas Reaccion de Espuma - ++
Triterpenos y/o esteroides Liebermann-Burchard - +++
Salkowski - -
Derivados Antracénicos Borntraeger - -

Nota: + baja presencia del metabolito; ++ moderada presencia del metabolito; + + + alta presencia del metabolito

y (-) ausencia del metabolito.

Los resultados de las pruebas fitoquimicas realizadas en los extractos acuoso (EA) y
etanolico (EE) de la planta recolectada en Tetelzingo revelan la presencia de metabolitos
secundarios. Los alcaloides se detectaron en baja concentracion en ambos extractos, sugiriendo
una solubilidad similar en agua y etanol. Los flavonoides fueron abundantes en el extracto
acuoso y ausentes en el etanolico, indicando su alta solubilidad en agua. En contraste, los
taninos se encontraron en alta concentracion en el extracto etandlico y estuvieron ausentes en
el acuoso, lo que refleja su afinidad por el etanol. Las cumarinas, glucosidos, saponinas y
triterpenos/esteroides también mostraron una mayor presencia en el extracto etandlico,
destacando la eficacia del etanol en la extraccion de estos compuestos. Las pruebas especificas
como la reaccion de Raymond-Marthoud fueron positivas en ambos extractos, mientras que las
pruebas de Keller-Kiliani y Liebermann-Burchard mostraron resultados positivos solo en el

extracto etanolico (Tabla 2).
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Tabla 2.

Resultados de las pruebas fitoquimicas de ambos extractos de la planta recolectada en

Tetelzingo.
Metabolito Prueba EA EE
Alcaloides Wagner + +
Flavonoides NaOH +++ -
Taninos FeCls - ++++
Cumarinas NaOH - ++
Glucosidos Baljet ++ ot
Raymond-
+ +
Marthoud
Keller-Kiliani - +
Liebermann-
Burchard ) )
Salkowsky - -
Saponinas Reaccion de Espuma - ++
Triterpenos y/o _
esteroides Liebermann-Burchard - ++
Salkowski - -
Derivados Antracénicos Borntraeger - -

Nota: EA: Extracto acuoso; EE: Extracto etanolico; + baja presencia del metabolito; ++ moderada presencia del

metabolito; + + + alta presencia del metabolito y (-) ausencia del metabolito.

Evaluacion de la actividad antioxidante

En la tabla 3 se presentan los resultados de la actividad antioxidante y el porcentaje de
inhibicion de los extractos etandlico (EE) y acuoso (EA) de Cordoba. El extracto acuoso mostrd
una media de absorbancia de 0.271 y un porcentaje de inhibicion del 72.09%, indicando una
alta capacidad antioxidante. En contraste, el extracto etanolico tuvo una media de absorbancia
de 0.463 y un porcentaje de inhibicion del 37.33%. El p-valor obtenido (0.0002) indica que hay
una diferencia estadisticamente significativa en la actividad antioxidante entre el EE y el
extracto acuoso EA. El maximo resultado se obtuvo con el EA (72.09%) en comparacioén con

el EE (37.33%), lo que sugiere que el extracto acuoso tiene una mayor capacidad antioxidante.
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Tabla 3.

Actividad antioxidante y % de inhibicion de extractos etandlico y acuoso Cordoba

Tipo de extracto  Abs. del control nm Media de Abs. nm % de inhibicion
EE 0.742 0.463 37.33 £2.16
EA 0.709 0.271 72.09 +1.54

Nota: EA: Extracto acuoso; EE: Extracto etandlico

La media de absorbancia en el extracto etandlico (EE) y acuoso (EA) de Tetelzingo es
de 0.373 y 0.496 nm siendo menor que la absorbancia del control (0.703 y 0.709 nm)
respectivamente, mostrando una fuerte actividad antioxidante. El (EE) mostré una media de
inhibicion significativamente mayor (47.37%) en comparacion con el (EA), que tuvo una
media de inhibicion del 30.09%. La prueba t de Student indicdé que esta diferencia es
estadisticamente significativa (p-valor = 0.0000537). Por lo tanto, el (EE) tiene una actividad
antioxidante significativamente mayor (Tabla 4).

Tabla 4.

Actividad antioxidante y % de inhibicion de extractos etandlico y acuoso de Tetelzingo
Tipo de extracto  Abs. Control (nm) Media de Abs. (nm) % de inhibicion
EE 0.703 0.373 46.94 £1.43
EA 0.709 0.496 30.04 +£0.82

Nota: EA: Extracto acuoso; EE: Extracto etandlico

Bioensayo de citotoxicidad en A. salina

En el ensayo de toxicidad, se evaluaron los valores de CLso para los extractos etanolico
(EE) y acuoso (EA) de Cordoba y Tetelzingo. Los resultados indican que el EE de Cordoba
tiene un CLso de 256.08 pg mL™!, mientras que el de Tetelzingo es de 215.38 ug mL"!. Para los
EA, el CLso de Cérdoba fue de 349.54 y el de Tetelzingo es 352.52 ug mL!. Tanto el extracto
EE y EA de los dos sitios mostraron una moderada toxicidad con CLso superior a 100 pg mL"
! El control positivo, utilizando dicromato de potasio, mostraron alta toxicidad con un CLso de
15.58 ug mL™!, considerado como altamente toxico una CLsg inferior a 100 ug mL™!, mientras
que los controles negativos con agua de mar estéril no presentaron mortalidad. Las diferencias
significativas en los valores de CLso entre los extractos sugieren variaciones en la toxicidad

segun la region de origen y el método de extraccion.
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Tabla 5.

Resultado del ensayo de toxicidad del extracto de Cordoba y Tetelzingo

Cordoba Tetelzingo
Tipo de extracto
CLso (ng mL™)
EE 256.08 £ 7.56 b 215.38+6.26b
EA 349.54+4.32 a 352.52+9.25a
Control (+) 1558+ 1.34c 1558+ 1.34¢c

Control(-) e e

Nota: CLso: Concentracion letal para matar el 50% de las artemias. CLso < 100 pg mL™! significa altamente toxico.

+ Desviacion estandar. Letras diferentes significan diferencia significativa (Tukey p < 0.05).

Discusion

Los resultados obtenidos de las pruebas fitoquimicas revelan diferencias en la
composicion de metabolitos secundarios entre los extractos acuoso (EA) y etanélico (EE) de
las plantas recolectadas en Coérdoba y Tetelzingo. En ambos sitios, se observa una tendencia
similar en la solubilidad de ciertos compuestos, lo que refleja la influencia del solvente
utilizado en el proceso de extraccion. En ambos sitios, el extracto etandlico mostré mayor
presencia de metabolitos, destacando la eficacia del etanol para extraer estos compuestos.

La presencia de alcaloides en las plantas es crucial debido a sus multiples propiedades
farmacologicas y su papel en la defensa natural contra herbivoros y patogenos. Estos
compuestos han sido utilizados histéricamente en la medicina tradicional y contintian siendo
objeto de investigacion cientifica por su potencial terapéutico y diversidad estructural
(Gutiérrez-Grijalva et al., 2020). Los estudios sobre alcaloides pueden conducir al desarrollo
de nuevos medicamentos, resaltando su importancia tanto en la ecologia vegetal como en la
farmacologia moderna.

La reaccion para flavonoides y taninos indica la presencia de compuestos fendlicos lo
que confirma una gran variedad de propiedades bioldgicas, como antitdxicas, antitumorales,
antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias, antibacterianas, antialérgicas, fungicidas e
insecticidas, entre otras (Tungmunnithum et al., 2018).

Se obtuvieron resultados positivos en la prueba de cumarinas para el extracto etandlico.
El estudio de las cumarinas es crucial debido a sus multiples propiedades farmacoldgicas,

incluyendo efectos antiinflamatorios, anticancerigenas, antimicrobianos, antitumorales y
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antioxidantes (Srikrishna et al., 2018). El estudio de este metabolito es de interés actual gracias

a su accesibilidad sintética y riqueza en plantas medicinales (Sharifi-Rad et al., 2021).

Los resultados de las pruebas fitoquimicas en los EA y EE de plantas recolectadas en
Cérdoba y Tetelzingo revelaron que los glucésidos tienen una mayor afinidad por el etanol,
siendo detectados en concentraciones moderadas a altas en los extractos etanolicos pero
ausentes o presentes en baja concentracion en los extractos acuosos. Esto se evidencid a través
de diversas pruebas como Baljet, Raymond-Marthoud y Liebermann-Burchard. Los glucésidos
cardiacos son compuestos esteroides naturales que se encuentran tanto en plantas como en
animales. Se conocen desde hace mucho tiempo como agentes cardioténicos cominmente
utilizados para diversas enfermedades cardiacas debido a la inhibicién de la actividad de
bombeo de Na" /K © -ATPasa (NKA) y a la modulacion de la contractilidad del musculo
cardiaco, ademas, son agentes anticancerigenos (Skubnik et al., 2021).

Se obtuvieron resultados positivos para las saponinas, presentando un contenido
moderado de este metabolito. Las saponinas son metabolitos secundarios sintetizados por
muchas especies de plantas y animales marinos. Tienen muchos usos médicos, incluyendo
actividades antimicrobianas, antitumorales, antiinsectos, hepatoprotectoras, hemoliticas y
antiinflamatorias. También disminuyen el nivel de colesterol en la sangre y pueden usarse
como adyuvantes en vacunas. Ademas, las saponinas se utilizan en la preparacion de jabones,
detergentes, extintores de incendios, champus, cerveza y cosméticos (Barbosa, 2014).

La prueba de triterpenoides con el reactivo de Liebermann-Burchard marcé bastante
positivo (+++) con el extracto etilico. Este metabolito solo se encontro6 en el EE, lo que puede
indicar que tiene una mayor afinidad por el alcohol. Estos compuestos naturales tienen
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerigenas, antioxidantes y
hepatoprotectoras (Chairez-Ramirez et al., 2016; Gill et al., 2016). Ademas, se ha demostrado
que pueden inhibir las enzimas implicadas en el metabolismo de la glucosa, prevenir el
desarrollo de resistencia a la insulina y normalizar los niveles plasmaticos de glucosa e insulina
(Nazaruk y Borzym-Kluczyk, 2015).

Los derivados antracénicos son de gran importancia debido a sus propiedades
farmacologicas y aplicaciones industriales. En el &mbito médico, estos compuestos se destacan
por sus efectos anticancerigenos, antimicrobianos y antiinflamatorios (Ramachandhiran et al.,
2019; Dardeer et al., 2020; Okon et al., 2023). En particular, algunos derivados antracénicos
se utilizan como agentes quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer, gracias a su

capacidad para inhibir la proliferacion de células malignas. Ademds, en la industria, los
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derivados antracénicos son utilizados en la produccion de colorantes, pigmentos y otros

materiales quimicos (Reddy et al., 2018; Haggag et al., 2019).

Estas diferencias en la actividad antioxidante entre los extractos de Cordoba y
Tetelzingo pueden deberse a variaciones en la composicion fitoquimica de las plantas
originarias de cada region, influenciadas por factores ambientales y ecoldgicos. Ademas, el
tipo de solvente utilizado para la extraccion juega un papel crucial en la eficacia de la extraccion
de compuestos antioxidantes especificos. La actividad antioxidante de los extractos de flores
se midié mediante el método DPPH. El relativamente estable radical libre DPPH centrado en
nitrégeno se usa ubicuamente para medir la capacidad de eliminacion de diferentes
fitoquimicos, extractos o aceites esenciales y sus efectos antioxidantes sobre el radical DPPH
dependen de su capacidad de donacion de hidrogeno (Dastmalchi et al., 2007).

La importancia de los antioxidantes radica en su capacidad para neutralizar los radicales
libres y proteger las células del dafio oxidativo, lo cual es crucial para la prevencion de
enfermedades cronicas como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades
neurodegenerativas (Shebis et al., 2013). La evaluacion comparativa de la capacidad
antioxidante de los extractos es fundamental para identificar las mejores fuentes de
antioxidantes naturales.

El ensayo de letalidad en Artemia salina es muy 1til para evaluar la bioactividad de los
extractos de plantas, demostrando ser un sistema conveniente para monitorear las actividades
bioldgicas de varias especies de plantas que se utilizan en la medicina tradicional (Krishnaraju
et al., 2005; Yadav y Mohite, 2020). La evaluacion de la toxicidad a través del ensayo de CL5q
para los EE y EA de las plantas recolectadas en Cordoba y Tetelzingo ofrece informacion
crucial sobre la seguridad y el potencial uso terapéutico de estos extractos. Los valores de CLsg
obtenidos indican que ambos extractos, tanto EE como EA, presentan una moderada toxicidad,
con valores superiores a 100 ug mL!, lo que los clasifica como moderadamente toxicos en
comparacion con el control positivo de dicromato de potasio, que mostrd una alta toxicidad

con un CLso de 15.58 pg mL™! (Yadav y Mohite, 2020).

Conclusion

Los extractos etandlico (EE) y acuoso (EA) de las plantas recolectadas en Cordoba y
Tetelzingo presentan diferencias significativas en la composicion de metabolitos secundarios.

Los extractos etandlicos mostraron una mayor presencia de alcaloides, glucésidos, taninos,
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cumarinas, saponinas y triterpenos/esteroides, destacando la eficacia del etanol como solvente

para extraer estos compuestos. Los flavonoides fueron mdas abundantes en los extractos
acuosos, indicando su mayor solubilidad en agua.

La actividad antioxidante varid segun el tipo de extracto y la region de origen. En
Cordoba, el EA mostrd una mayor capacidad antioxidante, mientras que en Tetelzingo, el EE
presentd una actividad antioxidante superior. Estas diferencias pueden atribuirse a la
variabilidad en la composicion fitoquimica influenciada por factores ambientales y el tipo de
solvente utilizado.

Los ensayos de toxicidad con Artemia salina revelaron que tanto los EE como los EA
de las plantas de ambas regiones presentan una moderada toxicidad, con valores de CLso
superiores a 100 ng mL™'. Esta moderada toxicidad sugiere que, con una dosificaciéon adecuada,

estos extractos podrian ser seguros para su uso en aplicaciones terapéuticas.
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