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Resumen

El género Croton tiene una gran variedad de metabolitos secundarios del tipo diterpeno, en
los que se destacan los labdanos y clerodanos, estudios previos de distintas especies han
mostrado resultados sobre diversas actividades biologicas como anticoagulante,

antiinflamatoria, antiséptica, antiparasitaria, antimicrobiana y citotoxica.

En esta investigacion se recolect6 la planta Croton mazapensis debido a que no cuenta con
algin estudio quimico o biologico. La planta es conocida como “Guaje de ratdon”, “palo
dulce” o “salvia”, un arbusto que se encuentra distribuido en México. En el presente trabajo
se reporta la identificacion y caracterizacion del extracto metanodlico de la raiz de C.
mazapensis de 2 diterpenos del tipo clerodano ya descritos como cascarillona (36) y
velamona (37), y un nuevo diterpeno nombrado como mazapenolido A (38) mediante
técnicas de purificacion y separacion como: maceracion, cromatograficas (CCF y CC) y
espectroscopicas (RMN de 1D y 2D y rayos X), por otro lado se realizaron pruebas
computacionales con la finalidad de predecir sus propiedades fisicoquimicas y toxicologicas
usando SwissADME y ADMET]Iab 3.0 para predicciones fisicoquimicas y farmacocinéticas,
donde se obtuvieron resultados favorables dentro de los valores 6ptimos permitidos, ademas
de informacion sobre su efecto al administrarse en el organismo mediante admetSAR,
seguido de un estudio sobre las actividades bioldgicas como posibles blancos terapéuticos
con el programa Way2drug que indica el uso como posible efecto como antineoplasico y
antibacteriano. Igualmente se realizd el docking molecular sobre la interaccion de los
compuestos 36-38 con la enzima B-lactamasa (PDB:4KG5) el cual mostrd interaccion de los
3 compuestos con el sitio activo mediante puentes de hidrogeno con el grupo cetona, para
realizar este estudio se usé el programa Autodock4 Tools y Discovery Studio. Finalmente,
se evaluo la actividad antimicrobiana mediante la técnica de Kirby - Bauer, aplicando por
goteo a distintas bacterias patdgenas Gram positivas y Gram negativa con la finalidad de
determinar la efectividad de los compuestos purificados contra el crecimiento bacteriano,
teniendo como resultado la inhibicion de 2 bacterias Gram positivas. Se logro la elucidacion
de la estructura molecular, la predicciéon de las propiedades biologicas in silico y la

evaluacion antimicrobiana.



1. Introduccion

Hoy en dia, un problema de salud publica a nivel mundial es la multirresistencia a
medicamentos, la resistencia a los medicamentos tiene un costo considerable para los paises
y sus sistemas de salud. En particular, la resistencia a los antibidticos hace que se prolonguen
las estancias hospitalarias, incremento en los costos médicos, y aumento en la tasa de
mortalidad. El creciente nimero de infecciones, como la neumonia, la tuberculosis, la
septicemia (Camacho et al., 2021) o las enfermedades de transmision alimentaria, son cada
vez mas dificiles y a veces imposibles de tratar a medida que los antibidticos van perdiendo

eficacia (Silva et al., 2024).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recientemente ha publicado una lista de
patégenos bacterianos prioritarios, géneros de bacterias resistentes a los antibioticos
denominados como ESKAPE. La resistencia a los antibioticos es un problema complejo que
requiere un enfoque multisectorial unificado. Por consiguiente, es imperante la busqueda de
nuevos farmacos para hacer frente a esta problematica de salud publica. En este sentido, el
uso y aprovechamiento de plantas medicinales son una estrategia y fuente importante para la
busqueda de nuevos principios activos mas eficientes, a través del descubrimiento de nuevas

moléculas y/o sus derivados semisintéticos (WHO, 2024).

La caracterizacion de nuevas moléculas presentes en las plantas ha desempefiado un papel
fundamental en el desarrollo de tratamientos para curar distintas enfermedades que puedan
afectar al organismo durante tiempos prolongados, haciendo que sea una alternativa para el
desarrollo de medicamentos., por lo tanto, las especies vegetales pueden ser estudiadas a
partir de sus distintos 6rganos como estructuras foliares, caulinares, reproductivas y
subterraneas para obtener y aislar compuestos quimicos con actividades farmacologicas
contra las enfermedades que afectan tanto al ser humano como a otras especies (Barrera et

al., 2016).

Se han aislado principios bioactivos de plantas, los cuales se han denominado farmacos o
drogas y la farmacologia se ha encargado de estudiar algunas de sus propiedades en los seres
humanos, principalmente, para darles una utilizacion en las enfermedades diversas que

aquejan al hombre. Para obtenerlos, el metabolismo de las plantas lleva a cabo una serie de
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reacciones con la finalidad de sintetizar o degradar moléculas, por ende, se llevan a cabo
dos tipos de metabolismo: primario y secundario. El primero consiste en la produccion de
sustancias que incentiven en el crecimiento, desarrollo y reproduccion como, por ejemplo:
carbohidratos, proteinas, lipidos y &cidos nucleicos. Sin embargo, el metabolismo
secundario les permite producir compuestos quimicos que juegan un papel muy importante
en el estrés ambiental y en la defensa contra depredadores y patdogenos. Ademas, el
metabolismo secundario de las plantas lleva a cabo una serie de reacciones en las cuales se
obtienen productos que son aprovechables para el ser humano como los metabolitos
secundarios que son sustancias producidas naturalmente en las plantas, aunque pueden o no
relacionarse con la actividad microbiana. Los metabolitos secundarios sirven como defensa

contra hongos, bacterias, plantas, insectos y animales (Jiménez et al., 2003).

El género Croton es muy diverso, ademds se han identificado varias especies, ya que son
encontradas en cualquier tipo de clima. Pueden ser arbustos, arboles, hierbas y tiene su
aplicacion principalmente en la medicina haciendo uso de sus raices, tallos, hojas, flores y
semillas. Los metabolitos secundarios en este género comprenden principalmente terpenos
de naturaleza diterpénica principalmente, como pueden ser del tipo labdano, clerodano,
tiglanos, kauranos, abietanos, casbanos, halimanos, pimaranos y grayanos, por mencionar

algunos (Barrera et al., 2016).

En este presente trabajo se utilizo la plata Croton mazapensis (Fig. 1) para la busqueda de
metabolitos secundarios y su evaluacion de caracteristicas estructurales mediante técnicas
cromatograficas y espectroscopicas. Ademads, se reconocieron las propiedades
fisicoquimicas, el perfil ADME vy las actividades biologicas haciendo uso de herramientas
computacionales para identificar las probabilidades de su potencial uso como
antibacteriano, por ultimo, determinar si presenta actividad antibacteriana contra cepas
Gram positivas y Gram negativas patdogenas para el ser humano mediante el método de

Kirby - Bauer.



Figura 1. Planta de Croton mazapensis obtenido de Conabio.

2. Antecedentes

2.1 Multirresistencia de bacterias a los medicamentos.

La resistencia a los antibidticos es un proceso natural, complejo e influenciado por las
condiciones ambientales, la densidad de la comunidad microbiana y el uso generalizado de
antibioticos, incluso més en la atenciéon médica, la agricultura y la produccion de alimentos.
(Yu et al., 2021). La multirresistencia de las bacterias a los antibidticos, actualmente es un
problema que se atribuye al uso excesivo o incontrolable en la atencion médica, la atencioén
veterinaria, la acuicultura y la agricultura, esto ha sido causa de la proliferacion de bacterias

que ponen a prueba para que el organismo humano pueda combatir las enfermedades (Yu et

al., 2021).

Los patdgenos resistentes a los antibidticos propagan genes de resistencia a través de
multiples mecanismos como la transferencia horizontal de genes en donde las vesiculas de
membrana externa sirven como vehiculos para el intercambio genético, el uso de enzimas
propias de las bacterias, la poca permeabilidad de la membrana celular o el constante flujo

para bombear sustancias al exterior de las células, entre otros.



La resistencia es un mecanismo natural en ciertos tipos de bacterias; (presente incluso antes
del descubrimiento de los antibidticos), mutaciones genéticas en organismos, por una especie
que adquiere resistencia de otra y la presion de seleccion por el uso de antibidticos que

proporciona una ventaja competitiva para las cepas mutadas (Adedeji, 2016).

La eficacia de los farmacos disminuye debido a que las bacterias ejercen una resistencia
para poder inhibirse, por lo que la busqueda de nuevos farmacos podria ayudar a la

disminucion de bacterias y tener la capacidad de eliminarlos para que no puedan sobrevivir.

En la actualidad, el incremento de infecciones causadas por bacterias ha sido unos de los
mayores problemas de salud, lo cual garantiza una amenaza para las personas. Aun hay
muchos agentes bacterianos novedosos que han sido limitados debido a su actividad
insuficiente, a la multirresistencia y al riesgo a su toxicidad. Los problemas de las
resistencias pueden resolverse bloqueando el mecanismo de las bacterias, buscando nuevos
farmacos con nuevos objetivos, por lo cual es importante conocer las bases bioquimicas de
la resistencia a los medicamentos para disefar estrategias que limiten su surgimiento y

propagacion (Velazquez et al., 2023).
2.2.1 Tipos de mecanismos de resistencia bacteriana

Los mecanismos de la resistencia a los antibidticos se clasifican principalmente de 3 tipos:

intrinseca, adquirida y adaptativa (Elshobary et al., 2025).
Resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca es una caracteristica natural e inherente de las especies bacterianas,
arraigada en elementos cromosdmicos fundamentales. Este tipo de resistencia hace referencia
a las barreras estructurales como los lipopolisacaridos (LPS) en bacterias Gram negativas,
genes de resistencia antimicrobiana (GRA) inherentes y mecanismos de defensa naturales.
Entre sus caracteristicas se encuentran las enzimas betalactamasas, las bombas de flujo que
expulsan los agentes antimicrobianos y las variaciones estructurales que impiden la

penetracion de los antibioticos (Elshobary et al., 2025).



Resistencia adquirida

La resistencia adquirida implica la transferencia horizontal de material genético entre
especies bacterianas, lo que permite una propagacion dinamica de rasgos de resistencia. Este
mecanismo permite que las bacterias adquieran resistencia mediante procesos como la

conjugacion, la transformacion y la transduccion (Elshobary et al., 2025).
Resistencia adaptativa

La resistencia adaptativa emerge de las presiones ambientales dentro de los nichos
microbianos, caracterizados por respuestas celulares dinamicas al estrés del antibiotico. Estos
mecanismos adaptativos implican modificaciones en la permeabilidad celular, formacion de
biopeliculas y adaptaciones metabdlicas que permiten a las bacterias sobrevivir en ambientes

desafiantes (Elshobary et al., 2025).

Los mecanismos especificos que impulsan las resistencias aumentadas son multifacéticos,
incluyendo la formacion de biopeliculas, la alteracion de los sitios de union de los
antibioticos, la produccion de desactivacion de antibidticos basada en enzimas,
permeabilidad de membrana reducida y el eflujo activo de agentes antimicrobianos

(Elshobary et al., 2025) (Fig. 2).

tibiot: Antibiético D

Figura 2. Descripcion de los mecanismos de resistencia en las bacterias. Antibidtico A
(disminucion de absorcion), Antibidtico B (Degradacion enzimatica), Antibiotico C (Mutacion de
resistencia) y Antibidtico D (Bombas de flujo) modificado de Elshobary et al., 2025.



2.2.3 Bacterias y su resistencia a antibioticos
2.2.3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo; se le considera
oportunista ampliamente distribuida en entornos naturales y urbanos, que desempeia un
papel crucial en la ecologia microbiana global. Su predileccion por causar infecciones en
huéspedes inmunodeprimidos. Su extrema versatilidad, su resistencia a los antibidticos y su
amplia gama de defensas dindmicas la convierten en un microorganismo extremadamente
dificil de tratar en la medicina moderna (Oliver ef al., 2025). Las rutas para que P. aeruginosa
pueda infectar al huésped pueden variar ampliamente e incluyen inhalacion en infecciones
de las vias respiratorias, contacto directo con membranas mucosas en infecciones de la piel
y heridas por quemaduras, brechas en la piel en infecciones del sitio quirargico o dispositivos
médicos contaminados en infecciones oculares y del tracto urinario, por lo tanto puede causar
infecciones agudas y persistentes a largo plazo en personas con trastornos respiratorios como
los causados por fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y discinesia

ciliar primaria (La Rosa et al., 2025).

P. aeruginosa tiene una permeabilidad de membrana externa naturalmente baja, expresa
varias bombas de eflujo de multiples fArmacos para limitar la entrada de antibioticos, emplea
tolerancia a antibioticos para superar el tratamiento antibiotico, produce biopeliculas que la
protegen de los antibioticos y del sistema inmunitario del huésped (Fig. 3). Ademas, emplea
una variedad de enzimas y toxinas que dafian los tejidos del huésped e interfieren con las
respuestas inmunitarias (La Rosa et al., 2025). P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a
las aminopenicilinas y a la mayoria de las cefalosporinas mas antiguas, debido a la
produccion de una B-lactamasa AmpC inducible, también conocida como cefalosporinasa

derivada de Pseudomonas (Oliver et al., 2025).
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Figura 3. Mecanismos de resistencia en vias respiratorias de P. aeruginosa destacando su
evolucion adaptativa y mecanismos de persistencia modificado de La Rosa et al., 2025.

2.2.3.2 Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram negativa, no esporulante, con forma de bacilo, anaerdbia
facultativa y coliforme. Habita comunmente en el medio ambiente, los alimentos y el

intestino delgado de animales de sangre caliente (Basavaraju y Gunashree, 2022).

Es un tipo de bacteria que habita en diversos entornos, incluyendo el sistema gastrointestinal
de humanos, donde forma parte de la microbiota intestinal. Algunas cepas de E. coli pueden
administrarse como probidticos y se sabe que tienen un efecto positivo en la salud del
huésped. Sin embargo, algunas cepas pueden ser patogenas, causando infecciones
intestinales y extraintestinales tanto en humanos como en animales (Basavaraju y Gunashree,

2022).

Las cepas de E. coli presentan diversos mecanismos de resistencia, como la produccion de
diferentes enzimas P-lactamasas (Nasrollahian et al, 2024), la disminuciéon de la
permeabilidad de la membrana, la formacion de capsula y biopelicula, el uso de bombas de

eflujo y la modificacion enzimatica.



De acuerdo con un analisis realizado en una planta de tratamiento de aguas residuales
demostré que habia bacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
Las cepas de E. coli mostraron expresion de la enzima BLEE, lo que indica resistencia a los
antibioticos. Los patrones de resistencia incluyeron ciprofloxacino, ampicilina, cefotaxima,
cefoxitina y amoxicilina-acido clavulanico para ambas especies. E. coli mostrd una mayor
sensibilidad al cloranfenicol, trimetoprima-sulfametoxazol y gentamicina. Los resultados de
la concentraciéon minima inhibitoria de ceftazidima mostraron una mayor resistencia de E.
coli. El estudio destaca la presencia de cepas resistentes a los antibidticos, lo que subraya la

importancia de un tratamiento eficaz de aguas residuales (Mohany et al., 2025).

Actualmente, existen multiples registros sobre la relacion entre la resistencia a los
antibidticos y la creacion de biopeliculas por cepas de E. coli, ya que emplea diversas
estrategias para protegerse contra diferentes agentes antimicrobianos. Se han estudiado los
efectos de diversos antibioticos sobre la biopelicula de E. coli, incluyendo amikacina (AN),
cefalosporinas (CE), ceftazidima (CAZ), cefoperazona (CFP), cefepima (FEP), piperacilina
(PEF), piperacilina-tazobactam (PTZ), ciprofloxacino (CP), gentamicina (GM), meropenem
(MEM) y netilmicina (DCI). Estos hallazgos muestran que las poblaciones bacterianas no
sobreviven en su estado de vida libre, pero si sobreviven en la biopelicula (Nasrollahian et
al., 2024). Por ejemplo, la evaluacion de resistencia de E.coli al exponerse a ciertos
antibioticos, E. coli expuesta a ampicilina; mostro las tasas mas altas de resistencia a los
antibioticos, seguida de la tetraciclina, con tasas de resistencia del 74,6% y el 64,9%,

respectivamente (Fuzi et al., 2017).
2.2.3.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria patdogena Gram positiva y un factor clave en el
desarrollo de infecciones de piel y tejidos blandos. Estas infecciones pueden culminar en la
localizacion tisular, infecciones purulentas y, si no se controlan eficazmente, pueden
provocar bacteriemia que frecuentemente deriva en endocarditis infecciosa, neumonia,
osteomielitis, sepsis, otras enfermedades debilitantes (Speziale et al., 2025), e incluso un

shock séptico grave (Liu ef al., 2024).



S. aureus ha desarrollado diversos mecanismos de resistencia a los antibioticos. Entre los
mas importantes desde el punto de vista clinico esté su falta de sensibilidad a los antibiticos
B-lactamicos, ya que los B-lactdmicos son los medicamentos de eleccion en el tratamiento de

infecciones estafilocécicas (Jama et al., 2025).

Las infecciones por S. aureus han mostrado resistencia a los antibidticos, y cepas como S.
aureus resistente a la meticilina (SARM) y S. aureus sensible a la meticilina (SASM) son
algunas cepas que causan enfermedades. La supervivencia de SARM o SASM como
patogeno depende de la produccion de numerosos factores de virulencia, como la formacién
de biopeliculas, la fabricacion de péptidos y el sistema inmunitario innato (Nandhini et al.,

2023).

En un anélisis donde se realizo el muestreo de frutas y verduras para detectar la presencia de
S. aureus mediante un método de enriquecimiento segun lo descrito por la Norma Nacional
de Seguridad Alimentaria de China, a todos los aislamientos obtenidos se les realizé prueba
de susceptibilidad contra 17 antibidticos. Sin embargo, los resultados mostraron resistencias
mayores al 80% en trimetoprima-sulfametoxazol, oxacilina, ampicilina, penicilina,

quinupristina-dalfopristina, rifampicina, gentamicina y clindamicina (Jia et al., 2023).
2.2.3.4 Salmonella sp.

Salmonella es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa que utiliza flagelos para
desplazarse, estas bacterias patogenas son de suma importancia para animales y humanos.
Las infecciones gastrointestinales causadas por algunas especies de Salmonella representan
un desafio significativo para la salud publica; pueden transmitirse a través de alimentos y
bebidas contaminados, lo que resulta en complicaciones de salud. Si bien los antibidticos son
el tratamiento principal para estas infecciones, su uso inapropiado ha llevado a la aparicion

de bacterias resistentes a los antibidticos (Guerrero et al., 2024).

La salmonelosis causada por esta bacteria se caracteriza por una gripe estomacal
(gastroenteritis). Esta enfermedad se acompana de nduseas, vomitos, calambres abdominales
y diarrea sanguinolenta. También se asocia con dolor de cabeza, condiciones febriles y

mialgia (Ehuwa et al., 2021).
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Por ejemplo, en un estudio realizado en un periodo de 2010 a 2023 en una region de Italia,
se evaluaron 680 cepas de Salmonella con diversos antibidticos donde se resalta que casi
todas las cepas fueron resistentes a la azitromicina (99,4%) y mostraron alta resistencia a las
sulfonamidas, tetraciclina, estreptomicina y ampicilina, la resistencia a la ciprofloxacina

aumento con el tiempo (Peruzy et al., 2025).

La resistencia a las tetraciclinas en Sa/monella surge mediante mecanismos como las bombas
de eflujo, la modificacién de la diana del RNAr y la inactivacion de compuestos. La
resistencia a las sulfonamidas se origina en sitios diana alterados, la sobreproduccion de
enzimas o las vias de derivacion. De igual manera, la resistencia a los aminoglucdsidos
implica modificaciones enzimaticas, bombas de eflujo o la degradacion de antibidticos. Estos
mecanismos de resistencia multifacéticos subrayan la adaptabilidad de Salmonella para

evadir la accion de los antibidticos (Punchihewage ef al., 2024).
2.2.3.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular, Gram positivo, no esporulado, no
encapsulado, anaerobio facultativo, con forma de bacilo y psicotrofo, transmitido por los
alimentos. Es el agente causal de la listeriosis, por ello, ha atraido gran atencion tras los
brotes, que suelen estar asociados a altas tasas de mortalidad (Manyi-Loh y Lues, 2025). Es
una bacteria resistente a diversas condiciones alimentarias, como la refrigeracion, la actividad
acuosa reducida y el pH bajo, representa una amenaza significativa para la industria

alimentaria y la salud publica (Diaz et al., 2024).

De acuerdo Silva y colaboradores., 2024 se realizaron estudios en el periodo de 2014 a 2022
sobre la susceptibilidad a antibidticos y su capacidad de formacion de biopeliculas, de tal
manera que se evaluaron muestras de alimentos que incluia carne, queso y productos lacteos.
Dichas bacterias se identificaron en 13 de 227 muestras, por lo que al realizar las pruebas de
susceptibilidad a los antibidticos se mostro resistencia a varias clases de antibidticos,
especialmente trimetoprima-sulfametoxazol y eritromicina. L. monocytogenes ha
desarrollado resistencia natural adquirida a una amplia gama de [-lactdmicos y
cefalosporinas, con base en los perfiles de resistencia a los antimicrobianos observados en el

presente estudio, la deteccion de una susceptibilidad reducida a los antibidticos de primera
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linea, como la penicilina, la ampicilina y trimetoprima-sulfametoxazol, es preocupante (Silva

et al., 2024).
2.2 La familia Euphorbiaceae

La Euphorbiaceae es una de las familias mas diversas entre las magnoliofitas. Esta
conformada por cinco subfamilias, 49 tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies,
distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del mundo. Los géneros
con mayor numero de especies son: Euphorbia, Chamaesyce, Acalypha, Croton, Ricinus 'y

Sinadenium (Zegarra, 2019).

Con alrededor de 8700 especies ubicadas en 320 géneros (Webster, 1994), la familia
Euphorbiaceae es una de las mas grandes a nivel mundial y ocupa el sexto lugar en diversidad

después de Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y Rubiaceae (Steinmann, 2002).

En México la familia Euphorbiaceae esta representada por 43 géneros y 782 especies, mas
de 32 taxa intraespecificos: 8 subespecies y 24 variedades. Los géneros mas grandes son
Euphorbia (241 sp., 31%), Croton (124 sp., 16%), Acalypha (108 sp., 14%), Jatropha (48
sp., 6%) y Phyllanthus (41 sp., 5%). Todos estos géneros representan el 72% de las especies

de Euphorbiaceae conocidas de México (Steinmann, 2002).
2.3 Generalidades del género Croton

El género Croton es un grupo muy diverso de plantas que se encuentran principalmente en
la regioén neotropical, Crofon es el segundo género con mas riqueza y abundancia dentro de
la familia Euphorbiaceae, encontrandose en vegetaciones secas y humedas, donde se han
descubierto mas de 1200 especies (Van et al., 2011), su importancia se basa en las
propiedades moleculares que puedan ser aprovechadas para diversos campos de estudio. Este
género presenta mucha variedad en sus especies, desarrolldndose en diferentes regiones de
Meéxico, el Caribe, Centroamérica y Sudamérica, que son los lugares donde se tienen

conocimiento de la existencia de estas plantas, ademas de Asia y Africa (Fig. 4).
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Figura 4. Ejemplares de especies de plantas pertenecientes al género Crotfon a) Croton arboreus b) Croton
tiglium c) Croton draco d) Croton urucurana €) Croton lechleri f) Croton hirtus.

El género Croton (Euphorbiaceae) tiene varias especies reportadas usadas en la medicina
tradicional lo cual destacan mucho la presencia de diterpenos de tipo labdano, ciclitoles,
triterpenos, esteroides, sustancias fenolicas y flavonoides, los cuales, se caracterizan
porque poseen un amplio rango de actividades biologicas. La quimica que presenta este
género ofrece una variedad de compuestos con potencial uso farmacoldgico, lo que
justifica la importancia de su estudio en cuanto a bioprospeccion y utilizacion alternativa

a la que ya poseen (Cavalcanti et al., 2020).

Algunos ejemplares etnobotanicos de este grupo han presentado actividades bioldgicas
como antimicrobianos, antiinflamatorios, anticancerigeno, antiséptico, antidiarreico, etc.
En la medicina popular se utilizan dosis a partir de decocciones obtenidas de especies del
género Croton, que son aplicadas sobre la piel o administradas via oral. En los diferentes
paises donde se encuentra distribuida, resulta habitual encontrar un latex de color rojo
caracteristico en diferentes presentaciones, tanto en forma liquida, e incorporado a diversos

preparados (Barrera et al., 2016).

El género Croton, se caracteriza porque sus especies poseen una gran cantidad de usos, a
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nivel etnoboténica; también, se reportan varios usos interesantes en la medicina tradicional

y se destaca la presencia de metabolitos secundarios, que se caracterizan porque poseen un

amplio rango de actividad bioldgica (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplares etnobotanicos mas especificos de acuerdo con la especie y la ubicacion
geografica descritos en Barrera ef al., 2016.

Especie Ubicacién geografica Uso
Croton Desierto de Mojave Tratamiento de reumatismo
californicus

Croton draco México Antiséptico, tratamiento de ulceras estomacales y
Centroamérica orales.
Croton tiglium China Laxante y purgante

Croton lechleri

América del sur

Hemostatico y cicatrizante

Croton arbureus

México

Antiinflamatorio

Croton malambo

Norte de Venezuela y

Colombia

Tratamiento de diabetes, diarrea, reumatismo, tlcera
gastrica y como antiinflamatorio y analgésico

Croton
nepetaefolius

Brasil

Carminativo

Croton urucurana

América del sur

Antiinflamatorio y analgésico

Croton zehntner

Brasil

Sedante y estimulante del apetito

Croton arboreus

México

Antiinflamatorio
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2.4 Metabolismo primario y secundario de especies vegetales

El metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas que se lleva a cabo en la célula de
los seres vivos con la finalidad de transformar moléculas complejas en moléculas mas
simples, para poder obtener un conjunto de compuestos que desempefian diferentes

funciones en el organismo (Carril y Garcia, 2009).

El metabolismo primario lleva a cabo una serie de reacciones, catalizadas por enzimas que
ayudan a obtener los metabolitos secundarios implicados en su crecimiento, desarrollo y
reproduccion (Carril y Garcia, 2009). En este proceso se fabrican los nutrientes necesarios
como aminoacidos, nucleodtidos, &acidos grasos y carbohidratos, estas estructuras
monoméricas que dan paso a la formacion de estructuras mas complejas como proteinas,

acidos nucleicos, lipidos y aztcares respectivamente (Carril y Garcia, 2009).

Por otro lado, las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la
energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener
una funcion directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que se denominan
metabolitos secundarios (Sanchez, 2022). Los metabolitos secundarios juegan un papel
muy importante en su adaptacion ante el estrés ambiental y en la defensa frente a
potenciales depredadores y patdgenos, es decir, organismos que causan enfermedades. Las
plantas producen y liberan estos metabolitos cuando se encuentran en condiciones de
estrés, ocasionadas por otros organismos vivos, factores no vivos o por desastres naturales.
Los metabolitos secundarios a menudo pueden crearse mediante vias sintéticas
modificadas a partir del metabolito primario o compartir sustratos de origen primario

(Kabera et al., 2014).

Los metabolitos secundarios o productos naturales son utilizados de una manera muy
especifica, ya que se pudiera encontrar su funciéon mediante evaluaciones fitoquimicas y
se encuentran de una manera limitada en la naturaleza. Algunas de las condiciones que
pudieran determinar la cantidad presente de estos son: el suelo, la temperatura, el sustrato,

disponibilidad del sol y la interaccidén con su entorno (Kabera ef al., 2014).
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2.5 Factores que afectan la produccion de metabolitos secundarios

La produccion de metabolitos secundarios en las plantas puede verse afectada por distintas
causas lo cual podria determinar la cantidad que se pudieran obtener. En andlisis de
laboratorio, los factores que desencadenan alteraciones se dividen en cuatro categorias
como: factores ambientales, factores morfogenéticos, factores ontogenéticos y factores

genéticos (Ashraf et al., 2018).

Factores ambientales: Los factores bioticos y abidticos activan respuestas defensivas y

adaptativas al entorno que rodea a la planta.

e Deficiencias de nutrientes, dafilo mecanico ocasionado por plagas, iones metalicos,
radiacion ultravioleta (UV), luz, ritmo circadiano, pH, salinidad, sequia y

temperatura.

Factores morfogenéticos: Se basan en la organizacion y formacion del tejido y estructuras

que determinan el almacenamiento d ellos metabolitos secundarios.

e Los factores celulares y bioquimicos, hojas, raices, cortezas, flores, semillas,

actividad enzimatica.

Factores ontogenéticos: Se refiere a la etapa del desarrollo de la planta y de los 6rganos que

modifican sus requerimientos metabolicos.

e Fases de vida (germinacion, floracion.), madurez del 6rgano (hojas jovenes, frutos

en maduracion), variaciones estacionales, eventos reproductivos.

Factores genéticos: Son la base heredada que define qué rutas biosintéticas existen, su

regulacion y su capacidad de respuesta.

e Especie y genotipo, regulacion génica, polimorfismos.
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2.6 Historia sobre la aplicacion de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios tienen estructuras muy complejas, sintetizar estos compuestos
requieren recursos significativos y rutas bioquimicas elaboradas que demandan un alto
consumo de energia, incluidos recursos especificos y algunas condiciones del entorno de la
planta que produce. Por lo tanto, la posesion de metabolitos secundarios esta lejos de ser
barata, y la ganancia de estos compuestos para la planta debe superar los costos (Ashraf et

al,, 2018).

Los metabolitos secundarios de las plantas son compuestos importantes que aportan color,
sabor y olor a las plantas y también median en las respuestas de las plantas a condiciones
ambientales adversas (Ashraf et al., 2018). Al principio, las plantas fueron utilizadas como
alimento, no se conoce con exactitud como surgié la idea de usarlas como medicamentos.
Probablemente el hombre empez6 a probar plantas desconocidas con el fin de conocer
nuevas especies que también se pudieran usar como alimento, y asi, experimentar distintos

efectos (Plain et al., 2019).

La medicina surge de la actividad del hombre, su desarrollo, conservar la vida y aliviar
dolores, al inicio se pensaba que las enfermedades eran ocasionadas por el descontento de
los dioses o por los demonios. El origen de la medicina natural y tradicional esté ligada a la

historia del hombre y de la lucha por la supervivencia (Plain et al., 2019).

El uso de plantas medicinales es tan antiguo como la humanidad. La milenrama y la
manzanilla son conocidas por su uso como remedios herbales en las culturas neandertales,
desde hace 60,000 afios (Mafuy Zerbe, 2017). Registros escritos anteriores de Egipto, China
e India revelan evidencia escrita sobre plantas medicinales que datan de hace 4,000 afios.
Las medicinas herbales basadas en la medicina tradicional se mantienen como atencion
primaria de salud en todo el mundo hasta la actualidad. Las plantas son una buena fuente de
compuestos activos para farmacos y ain se estudian en otros paises para descubrir nuevos

compuestos con potencial terapéutico (Mafu y Zerbe, 2017).

Los extractos de plantas como agentes contra enfermedades han sido utilizados

constantemente en la historia de la humanidad, ya que poseen propiedades que ayudan a
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luchar contra alguna anomalia en el organismo. Debido al conocimiento que se tenian en
tiempos ancestrales se optd por usarlos por sus propiedades curativas. No obstante, en la
actualidad atn se encuentran agentes terapéuticos desconocidos y que quedan por investigar

respecto a su potencial curativo (Mafu y Zerbe, 2017).

La ciencia contemporanea permite el desarrollo y produccion de farmacos derivados de
plantas de una manera mas eficiente y sistematica. Entre ellos podriamos encontrar un sin
fin de aplicaciones como: antivirales, antiinflamatorios. insecticidas, antiprotozoarios,
antineoplésicos, antihelminticos, antihipertensivos y aditivos alimentarios como los
edulcorantes. Estos métodos ayudan a tareas complementarias en las areas de la ciencias
quimicas, bioldgicas y tecnoldgicas. Para determinar la riqueza biologica de plantas
medicinales es importante sistematizar estudios etnobotdnicos de acuerdo con la riqueza

cultural existente y luego hacer investigaciones etnofarmacologicas (Calvo, 2017).
2.7 Clasificacion de metabolitos secundarios

Existen distintas clasificaciones de los metabolitos secundarios segun su diversidad en
estructura, funcién y sintesis (proceso en el que compuestos simples se convierten en otros
mas complejos). Los metabolitos secundarios en base a su estructura se pueden dividir en
tres grandes categorias, terpenos o terpenoides, alcaloides y compuestos fenolicos (Eksi y
Kurbanoglu, 2020) ya que muestran actividades farmacologicas que conducen al

descubrimiento y desarrollo de farmacos (Fig. 5).
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I Terpenos

« Estos compuestos
generalmente
lipofilicos estan
construidos por

« Incluye hormonas,
carotenoides
pigmentos, latex y la
mayoria de los
aceites esenciales.

unidades de isopreno.

« Algunos son volatiles.

2.7.1 Terpenos

Compuestos
fendlicos

Acidos
fendlicos

» Son sustancias que contienen
un anillo fendlico y un acido
carboxilico organico.

» Los de bajo peso molecular
son degradados facilmente
por microorganismos.

» Los de alto peso molecular
tienen actividad alelopatica.

Flavonoides

Taninos

!

Alcaloides

« Tienen al menos un
atomo de N en su
estructura.

» La mayoria tiene
propiedades
analgésicas o
toxicas.

» Generan sabores
amargos y es
desagradable para
los animales.

« Desempefian papeles
importantes al proporcionar
color, fragancia y sabor a
frutos, flores y semillas.

« Protege a las plantas contra
plagas.

« Antioxidantes fuertes.

» Tienen accién defensiva

contra herbivoros y
patégenos.
» Formar complejos

insolubles con proteinas y
otros microorganismos.
« También pueden ser

toxicos para

microorganismos e inhiben
las actividades enzimaticas

Figura 5. Funciones principales de los metabolitos secundarios.

Son un grupo de metabolitos secundarios que abarcan mas de 40,000 moléculas diferentes,

suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union de unidades de isopreno (1)

(Fig. 6) (Carril y Garcia, 2009), el cual est4 constituido por 5 4&tomos de carbono.

Figura 6. Estructura del isopreno.

1
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2.7.1.1 Biosintesis de terpenos

En plantas, los isoprenos basicos para la sintesis de los terpenos son el isopentenil pirofosfato
(IPP) o su isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Para su sintesis existen dos vias (Fig.
7), una es la ruta del mevalonato que se lleva a cabo en el citoplasma y la otra se denomina
la via del metileritritol fosfato (MEP), la cual es independiente de la del mevalonato y que se
realiza en los plastidios. Los sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se producen en el
citosol y en el reticulo endopldsmico, mientras que los monoterpenos, diterpenos,
tetraterpenos y algunas quinonas preniladas se originan en los plastidios (Jiménez et al,

2003).

3 Acetil - CoA (C)) Gliceraldehido-3-fosfato <% Piruvato
\

Via

Via del acido GAP/piruvato

mevalénico

Difosfato de isopentenilo Difosfato de dimetilalilo
e
(IPP, Cs) —_— (DMAPP, C5)

IPP
2 x IPP
Difosfato de geranilo (GPP, Cqo) 3xIPP

Difosfato de farnesilo {(FPP, C;5)
| Difosfato de geranilgeranilo (GGPP, Cy)

2X 2X
Sesquiterpenos Escualeno (C20) Fitoeno (C40)

(C1s) (Csa)

Monoterpenos
(C1o)

Tetraterpenos

Triterpenos (Ca0)
(C30)

Figura 7. Biosintesis de terpenoides en plantas, mostrando las etapas basicas de este proceso y los
principales grupos de productos finales. CoA, coenzima A; GAP, gliceraldehido-3-fosfato
modificado de Ashour et al., 2010.
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Las plantas sintetizan IPP y su isémero alilico DMAPP, mediante una de dos vias: la
conocida via del 4cido mevaldnico o la recién descubierta via del MEP. En la segunda etapa,
las unidades basicas Cs se condensan para generar tres prenil difosfatos mas grandes: geranil
difosfato (GPP, Cio), farnesil difosfato (FPP, Cis) y geranilgeranil difosfato (GGPP, Cy). En
la tercera etapa, los difosfatos Cio-Coo experimentan una amplia gama de ciclizaciones y
reordenamientos para producir los esqueletos carbonados progenitores de cada clase de
terpeno. El GPP se convierte en monoterpenos, el FPP en sesquiterpenos y el GGPP en
diterpenos. El FPP y el GGPP también pueden dimerizarse de forma directa para formar los
precursores de los terpenoides C3o y Cao, respectivamente. La cuarta y ultima etapa abarca
diversas oxidaciones, reducciones, isomerizaciones, conjugaciones y otras transformaciones
mediante las cuales los esqueletos progenitores de cada clase de terpeno se convierten en

miles de metabolitos terpénicos distintos (Ashour et al., 2010).

El nimero de unidades de isopreno de cinco carbonos determina su clasificacion en (Tabla

2).
e Hemiterpenos (unidad tnica de isopreno)
e Monoterpenos (dos unidades de isopreno)
e Sesquiterpenos (tres unidades de isopreno)
e Diterpenos (cuatro unidades de isopreno)
e Sesterterpenos (cinco unidades de isopreno)
e Triterpenos (seis unidades de isopreno)

e (Carotenoides (ocho unidades de isopreno)
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Tabla 2. Clasificacion de terpenos.

Nombre N°de isoprenos enla  Funcion Ejemplo
molécula

Monoterpenos 2 Aromas y esencias Mentol

Sesquiterpenos 3 Intermediario en Farnesol
sintesis del colesterol

Diterpenos 4 Forman pigmentos y Fitol, Vitamina A
vitaminas

Triterpenos 6 Intermediario en Escualeno
sintesis del colesterol

Tetraterpenos 8 Pigmentos naturales Carotenos, Xantofilas

Los terpenos son los metabolitos secundarios predominantes en el género Croton

principalmente diterpenoides, que pueden pertenecer a los tipos esqueléticos cembreno (2),

clerodano (3), abietano (4), halimano (5), isopimarano (6), kaurano (7), crotofolano (8),

labdano (9), tiglano (10) y traquilobano (11) (Salatino et al, 2007). Estos diterpenos

presentan una variedad de actividades biologicas lo que sin duda promueve la busqueda de

nuevas sustancias activas que puedan presentar algun tipo de interés terapéutico buscandose

posibles usos farmacologicos posteriores (Fig. 8)(Salatino et al., 2007).

Figura 8. Estructura de las diferentes familias de diterpenos presentes en el género Croton.
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A la vista de esta variedad de compuestos, es evidente que muchos terpenos tienen un
importante valor fisiolégico y comercial. Muchos terpenoides son comercialmente
interesantes por su uso como aromas y fragancias en alimentacion y cosmética, o por su
importancia en la calidad de productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen
importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas, entre otros. (Carril y Garcia, 2009).
2.7.2 Diterpenos

Los diterpenos son un grupo diverso de sustancias quimicas naturales estructuralmente
diversas y abundantes en la naturaleza. Estos son compuestos C2o que contienen cuatro
unidades de isopreno (CsHs) que se pueden encontrar tanto en entornos terrestres como
marinos en plantas, hongos, bacterias y animales. Varios diterpenos son candidatos

farmacéuticos potenciales debido a su excepcional efecto farmacoldgico (Eksi y Kurbanoglu,

2020).
2.7.1.2.1 Biosintesis de diterpenos

Los diterpenos se forman mediante la via biosintética del acido mevalonico (Fig. 9), ya que
es bien sabido que el primer paso en la generacion de terpenos comienza con la formacion
de isopentenil difosfato (IPP) o dimetilalil difosfato (DMAPP). La formacion de diterpenos
comienza por la condensacion del farnesil pirofosfato (FPP), una unidad C15, con isopentenil
pirofosfato (IPP) para obtener geranilgeranil pirofosfato (GGPP) mediante reacciones
consecutivas. Es posible obtener una amplia gama de estructuras de diterpenos a partir del
GGPP mediante diferentes reacciones de ciclizacion (Eksi y Kurbanoglu, 2020). Se

encuentran en plantas, algas, insectos y organismos marinos.
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)\/;OPP IPP isomerasa )vm"’

Difosfato de isopentenilo _— Difosfato de dimetilalilo

(IPP) (DMAPP)
)\/\)V Difosfato de geranilo (GPP)
A X oPP
Difosfato de farnesilo (FPP) Difosfato de geranilgeranilo (GGPP)
\ AN XN OPP G N N \ OPP

Figura 9. Formacion de terpenos Cio, Cis5 y Coo a partir de la fusion de unidades isoprenoides Cs
modificado de Ashour et al., 2010.

Las clases principales incluyen diterpenos aciclicos (fitano), diterpenos monociclicos
(retinol—vitamina A), diterpenos biciclicos (clerodano, halimano y labdano), diterpenos
triciclicos (abietano, rosano, pimarano, podocarpano, casano, vouacapano y chinano),
diterpenos tetraciclicos (kaureno, giberelano, traquilobano, escopadulano, afidicolano,
atisano, estemodano, beyereno, estemarano), diterpenos macrociclicos (policiclicos,
cembreno, jatrofano, taxano, ingenano, dafnano y tigliano) y estructuras miscelaneas (Eksiy

Kurbanoglu, 2020).
2.7.1.2.2 Labdanos

Los diterpenoides tipo labdano (9) se han convertido en nuevos compuestos clave para el
descubrimiento de farmacos modernos. El interés en el estudio de los labdanos se ha
intensificado en las ultimas décadas debido a la amplia gama de actividades bioldgicas
asociadas a estos compuestos, como sus efectos antibacterianos, antiflingicos,
antimutagénicos, citotoxicos, citostatico y la modulacion antiinflamatoria de las funciones
de las células inmunitarias. Se han reportado varios casos de éxito con remedios tradicionales
derivados de diterpenoides de labdano, entre los que destacan la andrografélida (12), la
forskolina (13), el esclareol (14), (+) el 4cido polidltico (15), labdinina N (16) y (229) acido
ent-12,15dioxo0-3,4seco-4,8,13-labdatrien-3-oico (17). (Tran et al ., 2017). Su estructura

basica se puede fragmentar en dos partes: un sistema de decalina fusionado (Ci-10) y una
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cadena lateral ramificada de seis carbonos (Cii-16, con Cis unido a Ci3) en Co. Los cuatro
carbonos restantes (C17-20) estan unidos a Cg, C4 (con Cig y Ci9 unidos) y Cio del sistema de

decalina (Fig. 10) (Xu et al., 2018:Tran et al., 2017).

\_0O

HO™ 0]

Figura 10. Representacion esquematica de diterpenos del tipo labdano.

2.7.1.2.3 Clerodanos

Los diterpenos de tipo clerodano son un amplio grupo de metabolitos secundarios naturales
presentes en cientos de especies vegetales de diversas familias y en organismos de otros
grupos taxonomicos, como hongos, bacterias y esponjas marinas (Li ef al., 2016). Los
clerodanos son diterpenoides biciclicos. Su estructura bésica se divide en dos fragmentos:
una fraccion de decalina en anillo fusionado (C1-Cio) y una cadena lateral de seis carbonos
en Co (C11-Cis, con Ci6 unido en Cy3, es decir, 3-metilpentilo). Los cuatro carbonos restantes
(C17-C20) estan unidos en Csg, Cs, Cs y Co, respectivamente, en el sistema de decalina cis o
trans (18-21), algunos ejemplos son la columbina (22) que se aislo por primera vez de la
especie vegetal Tinospora bakis o la clerodina (23) aislado de Ajuga bracteosa (Li et al .,
2016). En el género se han encontrado principalmente cuatro tipos de estructuras basicas de

clerodanos (24-27) (Fig. 11) (Palmeira Junior et al., 2006).
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Figura 11. Representacion esquematica de diterpenos de tipo clerodano.
2.8 Metabolitos secundarios en especies del género Croton
De este género, un gran nimero de especies han sido investigadas y se han aislado distintos
metabolitos secundarios (Tabla 3), como los diterpenos, en su mayoria clerodanos, aunque

también se han obtenido otros diterpenos relacionados biogenéticamente a los clerodanos,

como los labdanos y kauranos (Barrera et al., 2016).
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Tabla 3. Compuestos identificados de algunas especies del género Croton.

Especie Tipo de compuesto ~ Compuesto Referencia
aislado
Croton ent-kaurano * acido grandiflorénico (Suarez et al.,
gossypiifolius (diterpeno) * acido ent-15B-E-cinamoil- 2013)
kaurenoico
* 3,4-secoent-kaureno
Croton matourensis  flavanonas * hesperidina (Suarez et al.,
(compuesto * naringina 2009)
fendlico)
neoclerodano * trans-dehidroCrotonina
(diterpeno) *5-hidroxi-trans-dehidroCrotonina
Monoterpeno *Vainillina
Triterpeno *o-amirina
Croton hypoleucus  epoxiclerodanos * Hipoleinas A-F (Velazquez-
(diterpenos) * Crotonpenos A-B Jiménez et al.,
2022)
Croton hirtus Terpenos *bis-nor-dolabradanos, los (Fuentes et al.,
*kauranos 4-7 2004)
*ciclopropakauranos
* hirtusanos
* ¢steres de germacradieno
Croton linearis Flavona *5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona  (Garcia-Diaz et
trimetoxilada al., 2015)
(compuesto
fendlico)
Croton tiglium Diterpeno *4-desoxi-4 B-forbol diéster. (Sinsinwar et
tetraciclico al., 2016)
Croton tonkinensis ~ Variedad de *ent — 18 -acetoxikaur-16-en-15- (Kuo et al.,
diterpenos del tipo ona 2013)
kaurano
Croton urucurana  Flavonoides *quercetina, (Oliani et al.,
Buaill. y Croton *kaempferol 2020)
Sfloribundus Spreng *isorhamnetina

*3'- O -metil isorhamnetina
*ramnitrina,* rutina, *quercetina 7-
O -ramnésido, isoquercitrina

27



2.9 Actividad antimicrobiana de especies del género Croton

En el grupo trabajo reportado por Da S Rocha y colaboradores., 2021se evaluaron extractos
etandlicos y fracciones de hojas de las especies C. betaceus y C. lundianus contra bacterias
Gram positivas y negativas, obteniendo como resultado la inhibicion de Enterococcus
faecalis con extractos obtenidos de ambas plantas. En un estudio realizado por Matara y
colaboradores., 2021 sobre el extracto crudo de raices de Crofon dichogamus, mostraron
actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas (B. cereus y S. aureus) con
concentraciones menores a 250 mg/mL y un organismo fungico, C. albicans. Los extractos
no mostraron efecto antibacteriano sobre las cepas bacterianas Gram negativas (P.
aeruginosa y E. coli) a una concentracion de 250 mg/mL. Por otro lado, Rajachan y
colaboradores, 2021 se realiz6 una evaluacion fitoquimica de los tallos de C. krabas. donde
se obtuvieron diterpenos del tipo ent clerodanos y compuestos conocidos, la actividad
antibacteriana se evaluo de los compuestos contra Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Shigella sonnei ATCC

11060, mostrando inhibicion en B. cereus y B. subtilis.

Se aislaron tres diterpenoides ent-abietano, 6B-hidroxi- ent-abieta-7,13-dien-3-ona (28),
2B,13 a,15-trihidroxi-ent-abieta-8(14)-en-3-ona (29), y 2B, 9a ,13B, 15-tetrahidroxi-ent-
abieta-7-en-3-ona (30) mostrando inhibicion contra bacterias Gram positivas analizadas con

concentraciones inferiores a 50 pg/mL (Wang y Dong, 2022).

Segun Onocha y Odusina, 2024 se evalu6 la actividad antimicrobiana de clerodanos
previamente aislados de la corteza del tallo de C. megalocarpoides. Las pruebas
antibacterianas revelaron una actividad débil contra los microorganismos estudiados,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa a la concentracion mdxima (200 mg/mL) de los 5 diterpenos aislados
crotocorilifurano (31), 12-epi-zambefurano A (32), megalocarpodolida H (33), 1,2-
dehidrocrotocorilifurano-2-ona (34) y 7,8-dehidrocrotocorilifurano (35) (Fig. 12).
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Figura 12. Diterpenos de tipo abietano y clerodano aislados de especies de Croton.

2.10 Técnicas de extraccion, separacion y purificacion de compuestos a partir de

extractos vegetales

Un extracto vegetal se considera como una mezcla compleja de diversas sustancias quimicas
conocidas o no conocidas, con el objetivo de identificar y aislar un principio activo. Para
estudiar la actividad de una planta medicinal determinada, a menudo es necesario, extraer,

purificar o aislar un compuesto especifico (Kabera ef al., 2014).
2.10.1 Maceracion

El proceso de maceracion consiste en la extraccion de los compuestos quimicos de un
producto en estado solido al sumergirse en liquido durante un periodo de tiempo
determinado. La extraccion con disolventes se usa generalmente para la preparacion de
extractos de material vegetal debido a su amplia aplicabilidad, eficiencia y facilidad de uso
(Sanchez et al., 2005). Las técnicas convencionales de extraccion sélido-liquido, como la
maceracion, se utilizan principalmente para obtener extractos de compuestos bioactivos a

partir de material vegetal (Safdar et al., 2016). Los disolventes organicos mas comunes

29


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1021949816301272#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1021949816301272#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1021949816301272#bib13
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/organic-solvent

utilizados para la extraccion de compuestos fenolicos incluyen metanol, etanol, acetona y
acetato de etilo. La extraccion implica el uso de disolventes convencionales que llegan a tener
ciertas limitaciones, como alta temperatura de extraccion, menor eficiencia, bajo rendimiento
de extraccion, uso de grandes cantidades de solventes, resistencia a la transferencia de masa

y riesgos para la salud (Safdar ef al., 2016).
2.10.2 Cromatografia

Conjunto de técnicas analiticas que se fundamentan en la separacion que se produce cuando
una mezcla de compuestos es arrastrada por una fase movil a lo largo de una fase estacionaria

(Sanchez et al., 2005).
2.10.2.1 Cromatografia en capa fina (CCF)
Es una adaptacion especial de la cromatografia de adsorcion que nos permite
e Determinar el grado de pureza de una muestra
e Comparar muestras
e Hacer el seguimiento de una reaccion quimica
e Controlar el contenido de las fracciones obtenidas por cromatografia en columna
e Determinar las condiciones mas adecuadas para una cromatografia en columna

La fase estacionaria consiste en una fina capa delgada de gel de silice o alimina adherida a
un soporte de aluminio (Sanchez et al., 2005). Las sustancias que forman parte de la muestra
se adhieren a la fase estacionaria o son arrastradas con la fase moévil, viajando una distancia
que es inversamente proporcional a su afinidad por la fase estacionaria (Sanchez et al., 2005).
El Rf es la relacion que existe entre el recorrido de una mancha, medido desde el origen hasta
el centro de esta, y el recorrido por el disolvente (fase movil) medido desde el origen hasta
el frente. El Rf se expresa en valores que oscilan desde 0,01 hasta 0,99 y, también en

porcentaje.
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2.10.2.2 Cromatografia en columna (CC)

Utiliza columnas huecas verticales de vidrio cerradas en su parte inferior con una llave que
permite la regulacion del flujo de la fase movil. Como fase estacionaria se emplean
basicamente dos adsorbentes, gel de silice y alimina. La técnica consiste en rellenar la
columna con el adsorbente elegido que debe sedimentar sin que se produzcan canales o
grietas. En la parte superior de la columna se coloca la mezcla a separar y el eluyente empieza
a descender. En la parte inferior de la columna se recogen las diferentes fracciones

cromatograficas que se analizan y agrupan en funcién de sus caracteristicas (Sanchez et al.,

2005)

2.11 Técnicas para la caracterizacion estructural de compuestos

Las técnicas de caracterizacion estructural de compuestos quimicos son herramientas
fundamentales en la quimica moderna, ya que permiten determinar la identidad, pureza y
estructura molecular de las sustancias. Estas técnicas proporcionan informacion detallada
sobre la disposicion de los atomos dentro de una molécula, facilitando asi la comprension de

sus propiedades quimicas y su comportamiento en diferentes condiciones.
2.11.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La técnica espectroscopica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) proporciona
informacion relacionada a la identificacion de moléculas mediante la elucidacion de sus
estructuras moleculares, basado en las propiedades mecanico-cuanticas, magnéticas de los
nucleos atdmicos e implementacion de radiofrecuencias, descrita por Isidor Isaac Rabi en
1938 (Ruiz, 2020). La técnica es empleada para la obtencion de imagenes en el diagndstico
de enfermedades y en quimica para el analisis de los nticleos que posea espin de los protones
"H y carbono '*C, siendo la base principal para la determinacién y composicion de las
moléculas organicas. El uso de técnicas espectroscopicas es de gran utilidad para descifrar

la estructura y dindmica molecular de un compuesto a estudiar (Ruiz., 2020).

Esta técnica emplea nticleos que se comportan como pequetios imanes, de nimero cuantico
de spin nuclear igual a 2 y que poseen spin nuclear distinto de cero, son sometidos a un

campo magnético externo donde gira respecto a su eje, absorben radiacion electromagnética
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en la region de las radiofrecuencias y genera un campo magnético a su alrededor. El spin a
representa un estado de menor energia y el spin B representa un estado de menor energia.
Por otro lado, la deteccion de la RMN es debida a la formacion de varios niveles de energia
de ciertos nucleos, y la frecuencia exacta de esta absorcion depende del entorno de estos
nucleos y sus orientaciones al campo magnético (Ruiz, 2020). Posteriormente, sera
identificada la estructura de la molécula debido a donde se encuentran estos nucleos, donde
“Cada nucleo tiene su frecuencia de resonancia caracteristica, que depende de su constante
giromagnética y del campo magnético aplicado”. Dentro de los nicleos mas tenidos en
cuenta para la técnica estan: 'H, °C, 3'P, I°F y I°N, siendo RMN-'H la espectroscopia mas
empleada, seguido de RMN-!3C pero este nicleo es poco abundante y sensible (Ruiz.,

2020).
2.11.2 Difraccion de rayos x

La técnica consiste en analizar los picos obtenidos en el difractograma para obtener la
estructura y grupos funcionales que tiene un compuesto quimico determinado. Esta técnica
analiza la intensidad de los picos y les asigna un dngulo de rotacién a cada uno de ellos para
determinar las caracteristicas estructurales del solido (Salas, 2023). Este es un fendmeno de
dispersion en el que cooperan un gran nimero de atomos, puesto que los dtomos estan
dispuestos peridodicamente en una red, los rayos estan dispersados por que tiene relaciones

en fases definidas (Castellanos, 1993).

2.12 Estudios in silico

Los modelos in silico permiten anticipar la magnitud de las respuestas del sistema en estudio
ante variaciones de las variables intervinientes. La interrelacion de las ciencias bioldgicas
con las ciencias de la computacion no produce grandes gastos y permiten progresar
intelectualmente sobre el fendémeno, pensando en las variables que podrian influir sobre
¢l(Alhawarri et al., 2024). Estos modelos matematicos computacionales o modelos in silico
permiten simular situaciones reales, modificando los valores de las variables involucradas en
un amplio rango de valores y contrastarlos con los valores reales computacion y la ingenieria
han permitido construir y resolver modelos matemdticos que permiten llevar a una

computadora un determinado fenomeno (Sixto et al., 2025).
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2.12.1 Propiedades fisicoquimicas, el perfil ADME vy las actividades biologicas

Las propiedades fisicoquimicas son caracteristicas fundamentales que determinan el
comportamiento fisico y quimico de una molécula, por lo que es muy importante saber si son
compatibles para poderse administrar por via oral humana, entre las cuales podemos

encontrar las siguientes (Delgado et al., 2000).
e Peso molecular (PM)

e LogP (coeficiente de particion octanol/agua): mide la lipofilia (capacidad para

disolverse en grasas)
e Solubilidad en agua
e Numero de donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno
e pKa: indica los valores de disociacion acido-base
e Polaridad PSA: area polar accesible, relacionada con permeabilidad
e Enlaces rotables: nimero de enlaces libres que pueden girar, afecta flexibilidad
2.12.2 Perfil ADME

Las propiedades ADME se refieren a los procesos mediante los cuales un farmaco se absorbe
en el organismo (A), se distribuye a su sitio diana (D), se metaboliza (M) y, finalmente, se
excreta (E). Estas propiedades son cruciales en el desarrollo de farmacos, ya que influyen
directamente en su eficacia, seguridad y farmacocinética (Aguilar y Fuentes, 2021; Alhawarri

et al., 2024).

e Absorcion (A): Se refiere a como entra el farmaco al cuerpo, y cudl es su proceso,
ademds se consideran algunos factores como la solubilidad y su capacidad de
disolverse en fluidos corporales, permeabilidad y la capacidad de atravesar
membranas biologicas, formulacion, cantidades y tamano de particula, y por ultimo

la via de administracion.
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e Distribucion (D): Es el proceso por el cual se reparte por los tejidos y érganos,
ademds de algunos factores que influyen entre los que destacan la unién con

proteinas, el flujo sanguineo y la penetracion tisular.

e Metabolismo (M): Proceso por el cual un farmaco es descompuesto y cémo es

transformado por enzimas. Las principales vias metabolicas implican.

Enzimas del citocromo Piso: estas enzimas son responsables de la mayor parte del
metabolismo de los fArmacos.

Otras enzimas metabdlicas: Otras enzimas, como las UDP-glucuronosiltransferasas, también
desempefian un papel en el metabolismo de los farmacos.

e Excrecion (E): Proceso mediante el cual un firmaco y sus metabolitos se eliminan

del organismo.
2.12.3 Actividades bioldgicas
Describe los efectos bioldgicos que tiene una sustancia, tales como:
e Actividad farmacologica: agonista, antagonista, inhibidor, modulador, etc.
e Afinidad a receptores o enzimas (por ejemplo, ICso, ECso, Kj)
e Sclectividad: preferencia por una diana sobre otras
e Eficaciay potencia
e Actividad antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, etc.

2.12.4 Acoplamiento molecular (Docking)

El acoplamiento molecular es un método bioinformatico que permite predecir y calcular
computacionalmente la posicion mas favorable de interaccion entre un ligando y un blanco
usualmente proteico a partir de sus representaciones tridimensionales. Los métodos
computacionales de acoplamiento molecular emplean un algoritmo de busqueda en el cual la
conformacion del ligando se evalta recursivamente hasta que se alcanza la convergencia a la

energia minima. Por ultimo, se emplea una funcién de puntuacion como la suma de las
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energias electrostatica y de Van der Waals, para calcular la afinidad del ligando en el sitio
activo de la proteina objetivo. Las fuerzas motrices para estas interacciones especificas en
los sistemas bioldgicos apuntan hacia la complementariedad entre la forma geométrica y la
electrostatica de las superficies del sitio de unidon entre el ligando y la proteina objetivo
(Pagadala et al., 2017). Mientras mas estable, especifica y favorable sea la union entre un
ligando (farmaco) y su blanco proteico, mayor sera su posible actividad bioldgica (fArmaco
mas efectivo). Por tanto, este método bioinformdtico juega un rol importante en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos principios activos o farmacos (Ballon y Grados.,

2019).

2.13 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos obtenidos de
especies vegetales

Hay una variedad de métodos que se consideran para ser usados en la determinacion de la
susceptibilidad de bacterias con agentes antimicrobianos. Aunque la actividad de estos se vea
determinada por la influencia del método, las bacterias y del compuesto seleccionado, para
ello se han establecido métodos estandares para realizar las pruebas biologicas. Algunos de
los métodos que se pudieran usar para evaluar la actividad antimicrobiana son: métodos de
difusion, de dilucion y CCF. Las técnicas por emplear se tienen que analizar de acuerdo con
la naturaleza de los compuestos como posibles antimicrobianos, ya que cada una es usada

para determinadas caracteristicas descritas a continuacion (Ramirez y Marin, 2009).
2.13.1 Métodos de difusion

Se usa esta técnica ya sea en papel o pozos para estudiar compuestos polares, ademas de que
presenta resultados que son altamente reproducibles, la técnica estd basada por el método de
Kirby-Bauer el cual es el mas usado en la actualidad y tiene como fundamento establecer de
forma cualitativa el efecto que tiene las sustancias sobre las cepas bacterianas que se aislan
de procesos infecciosos. Esta técnica determina la relacion entre la concentracion del
compuesto capaz de inhibir la cepa bacteriana y el halo de inhibicion en la superficie de una
placa de agar con medio de cultivo adecuado para el crecimiento de la bacteria (Ramirez y

Marin, 2009).
La técnica se realiza sembrando las bacterias homogéneamente en una placa de agar,
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posteriormente se colocan discos de 6 mm de didmetro considerando la distancia de estos y
los compuestos a utilizar o si es el caso, se realizan pozos con ayuda de un horadador, en
ambas formas se impregna la cantidad de la sustancia con concentracion conocida. Posterior
a esto se incuba a 24 horas a una temperatura adecuada para el crecimiento de las bacterias,
se mide el halo formado y se comparan los efectos de las sustancias con el antibidtico control.
Algunos autores describen que se refrigeraron a 4°C las cajas para permitir una absorcion de

los extractos antes de la incubacién (Ramirez y Marin, 2009).
2.13.1.2 Inconvenientes que se presentan en el método de difusion.

La composicion del papel filtro para los sensidiscos, ya que su composicion que es a base de
celulosa (uniones B 1-4-glucosa) tienen grupos hidroxilos libres haciendo que la superficie
sea hidrofilica e interviniendo qué los compuestos catidnicos sean absorbidos y por ende
impidiendo la difusion en el agar por tal motivo la técnica en pozo se realiza por su alta
sensibilidad en estos procesos. La evaluacion de la cantidad de sustancia a usar ya que se
tienen que poner en forma equidistante para que no afecte la lectura de la medicion del

diametro de los halos de inhibicién (Ramirez y Marin, 2009).
2.13.1.3 Factores que afectan el resultado de la prueba.

e Medio de cultivo propuesto para realizar la prueba

e (Capacidad de difusion del compuesto

e (Cantidad del in6culo

e Tiempo de generacion de los microorganismos

e Sensibilidad del antibiotico

e Periodo de incubacion
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3. Justificacion

En la actualidad las infecciones bacterianas han sido un problema de salud ptblica de suma
importancia que perjudica a la humanidad e industria alimentaria, ya que las bacterias tienden
a mostrar resistencia a algunos antibidticos o agentes bactericidas debido a diferentes

factores.

Por ello es importante el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos naturales que ayuden
a la inhibicién de microorganismos patdégenos causantes de infecciones bacterianas; por lo
que se ha considerado investigar plantas del género Croton perteneciente a la familia
Euphorbiaceae debido a estudios realizados a diferentes especies mostrando una amplia gama
de actividades biologicas como citotdxica, antiinflamatoria y antimicrobiana,
principalmente, ademas la especie de Croton mazapensis no cuenta con estudios quimicos y
bioldgicos previamente, por lo que seria interesante poder encontrar compuestos que tengan
actividad antimicrobiana con patdgenos lo que seria un aporte a las investigaciones que se

desarrollen posteriormente .

Debido a lo anterior se ha planteado trabajar con las raices de la especie C. mazapensis para
poder realizar la busqueda de nuevos compuestos bioldgicamente activos, para que en un
futuro pueda servir como principios activos para el desarrollo de medicamentos y agentes

bactericidas en la industria farmacéutica y alimentaria mas eficientes.
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4. Objetivos
Objetivo general

e Aislar, caracterizar y determinar la actividad antibacteriana de nuevos metabolitos
secundarios de tipo clerodanos presentes en la raiz de Croton mazapensis, mediante
su analisis quimico, computacional y bioldgico, con el fin de aportar nuevos
conocimientos cientificos sobre su estructura molecular, sus actividades biologicas

y su eficacia como potenciales blancos terapéuticos.

Objetivos especificos

e Identificar taxondmicamente los individuos de la planta colectada de C. mazapensis

mediante claves dicotomicas de floras.

e Obtener y caracterizar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
metanodlico de la raiz de C. mazapensis mediante técnicas cromatograficas y

espectroscopicas.

e Determinar las propiedades fisicoquimicas, el perfil ADME y las actividades
biologicas de los compuestos aislados, con la ayuda de herramientas

bioinformaticas para la identificacion de su potencial terapéutico.

e Simular la uniébn mas estable y sus interacciones en el sitio activo entre los
clerodanos aislados de C. mazapensis y las dianas terapéuticas asociadas a bacterias
Gram positiva y Gram negativas (enzimas [3-lactamasas) mediante acoplamiento

molecular (Docking molecular).

e Evaluar el potencial antibacteriano de los compuestos purificados, mediante

ensayos por difusioén en agar.
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5. Materiales y parte experimental
5.1 Materiales

5.1.1 Material biologico
Raices de Croton mazapensis
Cepas bacterianas:

e Escherichia coli (CDBB-B 1010)

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145)
e Bacillus subtilis (CDBB-B 1009)

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

5.1.2 Medios de cultivo
Agar soya tripticaseina BD Bioxon, caldo soya tripticaseina BD Bioxon.
5.1.3 Materiales, reactivos y disolventes

Placas de silica gel, silica gel Merck 60A tamafio de particula y malla 230-400, agua
destilada, metanol (MEYER), cloroformo (MEYER), hexano (MEYER), acetato de etilo
(MEYER), acetona (MEYER), destilados de acetona, revelador sulfato de cerio amoniacal
(SIGMA-ALDRICH).
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5.1.4 Equipos

Equipo Marca

Rotavapor Buchi

Balanza analitica Sartorius BP 221 S

Balanza granataria Witeg wisd WBA-3200
Bomba de vacio MAXIMA

Espectrofotémetro GENESYS 10vis

Equipo de resonancia magnética Bruer Asced 400

nuclear

Autoclave Witeg Wisd

Cuenta colonias felisa

Parrilla de calentamiento y agitacion Thermolyme Cimarec, DLAB
Agitador vortex GENIE 2, 600-3200RPM
Incubadora bacteriologica Lab-Line IMPERIAL III INCUBATOR

5.2 Colecta de las raices de Croton mazapensis

La colecta de la planta de C. mazapensis se realiz6 en el municipio de Alfajayucan, Hidalgo
durante el mes de octubre del 2022. La parte de interés, la raiz, fue sometida a un proceso de

secado a temperatura ambiente durante 2 semanas.
5.3 Obtencion de extracto crudo

El experimento se realizd en el laboratorio de plantas medicinales del PCyT, donde la raiz
seca se cortd en trozos de 1 cm, se peso la cantidad obtenida y se dejéo macerando en un frasco
con metanol cubierto con papel aluminio, cada semana se filtraba el solvente y se llevaba a
rotavapor, recuperando metanol y el extracto. Posterior a esto se vertia el metanol

nuevamente al frasco con los trazos de raiz y el extracto se dejaba en otro frasco, este proceso
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se realizd durante 3 semanas y ambos frascos se etiquetaban y almacenaban en un lugar

oscuro.
5.4 Identificacion de compuestos en cromatografia de capa fina

Para los anélisis cromatograficos se usaron placas de aluminio impregnadas de silica gel de
5 ecm de largo por 2.5 de ancho, en cada extremo de 0.5 cm, aplicando en un extremo la fase
estacionaria (compuesto o fraccion) y dejando como punto de referencia de la fase movil
(mezcla de disolventes) el otro extremo. Cada placa se sumergi6 en una camara de elucion
con una mezcla de disolventes cuidando de no tocar de inicio la primera linea, se tapo y se
dejo eluir la fase movil hasta el otro extremo. Posterior a esto, se retird de la camara, se dejo
secar y se aplicd un revelador de sulfato de cerio amoniacal en toda la placa y se llevo a

calentamiento a 85 °C dejando que se evaporara y se revelaron los compuestos presentes.

5.5 Extraccion de compuestos puros mediante cromatografia en columna

La purificacion de los compuestos se realizd por cromatografia en columna, empleando
silica gel, columnas de cromatografia de 5, 3 y 2 cm de didmetro interno. El extracto
previamente se mezclo con una cantidad minima de silica gel, obteniendo una textura seca y
granulosa, y se incorporo a la columna de vidrio de (5 cm de ancho) soportada verticalmente
con silica gel (6 pulgadas) estabilizada con hexano: acetona (9:1), con ayuda de una bomba
se acelero el flujo, se recolectaron fracciones de 50 y 100 mL y posterior a esto se realiz6 una
CCEF con las fracciones para juntar las que tuvieran manchas/compuestos similares y se dejo
evaporar la mezcla de disolventes para repetir el proceso de purificacion usando columnas

de 3 y 2 cm de didmetro.

5.6 Analisis de muestras de extracto, fracciones y compuestos puros mediante RMN

El anélisis de caracterizacion estructural se llevo a cabo en el laboratorio de RMN del AAQ
de la UAEH, donde se pesaron entre 10-30 mg de las diferentes muestras y se disolvieron en
cloroformo deuterado (CDCI3). Posteriormente, la disolucion se pasé a un tubo de RMN y se
analizaron las muestras en un equipo de RMN Bruker Ascend 400 y finalmente cada uno de
los archivos FID generados fueron procesados en computadora utilizando el programa

MestreNova.
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5.7 Métodos computacionales, bioinformatica: Estudios in silico de los compuestos

5.7.1 Perfil ADMET y predicciones de actividades bioldgicas

De manera general, después de lograr la caracterizaciéon de tres compuestos (36-38) se
procedio a la utilizacién de herramientas computacionales mediante servidores en linea,
gratuitos, los cuales mostraron las predicciones pertinentes de cada molécula (Tabla 4). El
programa ChemDraw Profesional se utiliz6 para dibujar y determinar el codigo SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry Specification por sus siglas en inglés). Con ayuda
del servidor SwissADMET (Daina ef al., 2017) y ADMETIab (Fu ef al., 2024) Se predijeron
las propiedades farmacoldgicas y cred los radares de biodisponibilidad para cada compuesto
y el antibidtico control estreptomicina. Las propiedades toxicoldgicas y el perfil ADMET
fueron determinados gracias al servidor admetSAR (Yang et al., 2019) y finalmente la
plataforma Way2drug (Druzhilovskiy et al., 2017) permitidé conocer el puntaje de
bioactividad y citotoxicidad de las moléculas de interés. La metodologia explicada

anteriormente puede verse resumida en el siguiente esquema (Fig. 13).

Tabla 4. Servidores utilizados para determinar las predicciones fisicoquimicas y biologicas de los
compuestos 36, 37 y 38.

Servidor URL Licencia
ChemDraw Gratuita
SwissADMET http://www.swissadme.ch/index.php Gratuita
ADMETIab 3.0  https://admetlab3.scbdd.com/ Gratuita
admetSAR 2.0 https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/about/ Gratuita
Way2Drug https://www.way2drug.com/PassOnline/index.php Gratuita

é »

Radares de

Cédigo SMILES biodisponibilidad

Perfil ADMET Bioactividad y
citotoxicidad

Figura 13. Metodologia de estudios in silico.
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5.7.2 Acoplamiento molecular (Docking)

Los calculos del acoplamiento molecular se realizaron utilizando el programa de Autodock4
Tools (Sixto et al., 2025). La estructura cristalina de la enzima B-lactamasa de E. coli con el
inhibidor cefotaxima se descargd de la base de datos del Protein Data Bank (PDB:4KG5). El
sitio de acoplamiento y las dimensiones de la caja se seleccionaron de acuerdo con las
coordenadas del ligando (cefotaxima) presente en la estructura del cristal. Las coordenadas
de la caja fueron 37.557, -7.216 y -4.851 A en los ejes x, y y z, respectivamente, con las
dimensiones de 40 x 40 x 40 A. Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron
empleando algoritmos Genético Lamarckiano con un niimero de 100 repeticiones para cada
compuesto. Las moléculas de agua, cofactores e inhibidor fueron retirados de la enzima, la
preparacion de la proteina y ligando, las coordenadas la caja y acoplamiento molecular se
realizaron utilizando el programa de Autodock4. El andlisis de los resultados se realiz6 con

el programa Discovery Studio.

5.8 Evaluacion microbiolégica de compuestos puros contra bacterias empleando el

método de difusion por goteo.

Los ensayos de actividad antimicrobiana se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia 2
del AAQ de la UAEH. Para la activacion de cada cepa bacteriana, se tomo una asada y se
inocularon en 3 mL de caldo soya tripticaseina dejandose incubar durante 24 horas a 37 °C,
transcurrido ese tiempo se sembraron en cajas Petri con agar soya tripticaseina realizando

el método de estria cruzada y nuevamente se dejo 24 horas en la incubadora a 37 °C.

Una vez comprobada la activacion y axenicidad de las cepas se continud con el ajuste de
c€lulas bacterianas en el espectrofotometro a 550 nm hasta llegar a 0.125 A. equivalente a
0.5 McFarland (1.5x10%UFC/mL). Posteriormente a esto se realizo el sembrado de cada
cepa bacteriana en cajas Petri con agar soya tripticaseina, se tomaron 100 pL llevando a
cabo la técnica de extension en superficie, después se dejo reposar por 30 minutos hasta
formar una pelicula seca. Se aplicaron 6 uL. de un compuesto a distintas concentraciones en
una placa inoculada, 6 puL del control positivo (estreptomicina) y 6 uL negativo (DMSO),
aplicando en una sola area y cuidando que no se expandiera a otras regiones se dejo secar

40 minutos hasta que el compuesto se absorbiera al medio, se us6 DMSO para Compuestos
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36 (C1) y 37 (C2), y DMSO/Tween 80 (80/20) para el compuesto 38 (C3) como controles
negativos, y estreptomicina (1.6 mg/mL) como control positivo, se incubaron las placas a
37 °C por 24 horas. Finalmente, transcurrido ese tiempo se midid el didmetro de los halos

de inhibicion formados. Cada experimento se realizé por triplicado.
6. Resultados y discusion

6.1 Obtencion de extractos y seleccion de la fase mavil para el fraccionamiento del

extracto metanolico de la raiz de Croton mazapensis

Transcurrido el tiempo de recoleccion, se filtrd y elimino el metanol en el rotavapor y se
obtuvo el extracto de consistencia viscosa y de color café (18g) (Fig. 14). Una alicuota del
extracto se disolvio en acetona para realizar la seleccion de la fase movil, misma que se utilizd
para el fraccionamiento del extracto mediante CCF. Inicialmente, se utilizé una mezcla de
diclorometano (CH2Cl,) acetato de etilo (AcOEt) (80:20 %) como fase movil y cromatofolios
impregnados de silica gel. Se pudo observar que no hubo la separaciéon adecuada al solo
observarse una sola mancha intensa principalmente (Fig.15-A). Por lo tanto, se realizo otra
CCF con CH2Cl>-AcOEt (90:10) como fase movil, en la cual se obtuvo una mejor separacion
al observar cuatro manchas separadas, misma que pudo ser utilizada para el fraccionamiento
inicial del extracto (Fig.15-B). Finalmente, se realizé una tercera CCF utilizando CH>Cl,-
AcOEt (95:5) como fase movil, en la cual se observo una mejor separacion de cuatro manchas

mas separadas (Fig.15-C).
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Figura 14. Extracto de C. mazapensis.

41

A B C

Figura 15. Cromatografia en capa fina de extracto de raiz de Croton mazapensis con CH>Cl» y
AcOEt.

6.2 Purificacion y caracterizacion de los compuestos

Una alicuota del extracto metanolico (14.0 g) se sometié a separacion mediante CC

empleando silica gel como fase estacionaria y como fase mévil mezclas de disolventes
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hexano-acetona (9:1; 7:3, 1:1) y acetona. Se colectaron 22 fracciones de 50 y 100 mL, se
analizaron mediante CCF, que fueron agrupadas en 5 fracciones gruesas (A-E) mediante una

revision de las CCF realizadas (Fig. 16) y el analisis por RMN-'H.

Figura 16. Separacion por CC y CCF de las fracciones obtenidas del primer fraccionamiento
del extracto.

La fraccion B (1.12 g) se sometio a purificacion por CC empleando silica gel como fase
estacionaria y mezclas de hexano: acetona (9:1) y acetona como fase movil. El andlisis por
CCF de las fracciones eluidas permitié la agrupacion en subfraciones B1-B4. La subfraccion
B2 (mg) se purifico un compuesto mediante CC, de las fracciones 10-16 se obtuvieron 644.2
mg de un solido blanco, con un rendimiento del 4.6%. Este compuesto se caracterizd
mediante sus datos fisicos y espectroscopicos (Tabla 5), asi como por la comparacion de
datos descritos como cascarillona (36) (Lio et al., 1989) . En el espectro de RMN de 'H (Fig.
17) (Tabla 5) presento entre sus sefiales mas significativas tres sefales simples anchas en ou
7.34, 7.20 y 6.25 ppm caracteristicas de un anillo de furano que fueron asignadas a los
protones H-15, H-16 y H-14, en 61 2.23 ppm, en o1 0.98, 0.78 ppm se observaron dos sefiales

simples caracteristicas de grupos metilos que fueron asignadas a los carbonos C-19y C-20y
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dos sefiales dobles en on 0.88, 0.87 ppm correspondientes los grupos metilo secundarios de

C-18 y C-17, respectivamente.

En su espectro de RMN de *C de 36 (Fig. 18) (Tabla 5), present6 entre sus sefiales mas
caracteristicas, una en dc 212.0 ppm de un carbono de carbonilo de acetona asignada a Ca, en
Oc 142.8, 138.6, 111.1 y 125.3 senales para los carbonos Cis, Cis, C14 y Ci13 del anillo de
furano, a frecuencias més bajas se observaron sefiales para los carbonos alifaticos sp’

presentes en la estructura del compuesto.

La sustancia se cristalizd en hexano-acetona (4:1), obteniéndose cristales adecuados para su

difraccion de rayos-X (Fig. 19), lo cual permitid corroborar su estructura descrita.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H de la cascarillona (36) en CDCl; (400MHz).
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Figura 18. Espectro de RMN de "*C de la cascarillona (36) en CDCIl; (100MHz).

Figura 19. Estructura de cascarillona (36) obtenida por difraccion de rayos-X.

La fraccion C (991.2 mg) se sometio a purificacion por CC empleando una fase moévil de
hexano: acetona con una proporcion de 85:15, y acetona. El analisis por CCF de las
fracciones eluidas permitid la agrupacion en subfraciones C-1-C-2. La subfraccion C-2 (mg)
se purificé un compuesto por CC, de las fracciones 10-14 se obtuvieron 335.3 mg de un

solido blanco, con un rendimiento del 2.4%. Este compuesto se caracterizd6 mediante sus
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datos fisicos y espectroscopicos (Tabla 5), asi como por la comparacion de datos descritos
como velamona (37) (Babili ez al., 1998). En el espectro de RMN 'H (Fig. 20) present6 entre
sus sefiales mas significativas tres de tipo simples anchas en ou 7.33, 7.18 y 6.22 ppm
caracteristicas de un anillo de furano que fueron asignadas a los protones His, His y Hi4, en
on 5.73 ppm una sefial simple ancha correspondiente al hidrogeno vinilico asignada a H3, asi
como una sefial simple en du 1.89 caracteristica de un grupo metilo vinilico, 1.12 y 0.82 ppm
se observaron dos sefiales simples caracteristicas de grupos metilos que fueron asignadas a
los carbonos Ci9 y Czo y una sefial doble en dn 0.86 ppm correspondientes al grupo metilo

secundario C7.

En su espectro de RMN de *C de 37 (Fig. 21) (Tabla 5), present6 entre sus sefiales mas
caracteristicas, una sefial en ¢ 200.4 ppm de un carbono de carbonilo de acetona asignada a
Cz, en 125.7 y 176.2 dos sefales caracteristicas de un enlace doble correspondiente a la
posicion entre C3 y C4. En 0c 142.9, 138.7, 111.0 y 125.2 para los carbonos Cis, Cis, Ci4 y
Ci3 del anillo de furano, a frecuencias mas bajas se observaron para los carbonos alifaticos

sp’ presentes en la estructura del compuesto.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H de la velamona (37) en CDCl; (400 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN de "*C de la velamona (37) en CDCIl; (100 MHz).

La sustancia se cristalizd en hexano-acetona, obteniéndose cristales adecuados para su

difraccion de rayos-X (Fig. 22), lo cual permitié corroborar su estructura descrita.

Figura 22. Estructura de velamona (37) obtenida por difraccion de rayos-X.
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El compuesto 38 se purificd de la fraccion E (2.9 g) por CC empleando una fase movil de
hexano: acetona con una proporcioén de 7:3, se colectaron 55 fracciones de 10 y 5 mL, se
analizaron mediante CCF, en las fracciones 21-25 se obtuvieron 500 mg, con un rendimiento
del 3.57%. Este compuesto se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos
(Tabla 5). En el espectro de RMN 'H (Fig. 23) presento entre sus sefiales més significativas
dos sefiales simples anchas en du 5.82 y 4.72 ppm asignada a Hi4 y Hie, dos sefiales simples
en dn 0.97 y 0.81 ppm asignadas a los grupos metilo Ci9 y C20 y dos dobles en 6u 0.87 y 0.84

ppm correspondientes a los metilos en Cig y Ci7, respectivamente.

En su espectro de RMN de *C de 38 (Fig. 24) (Tabla 5), present entre sus sefiales més
caracteristicas, una en 6c 211.6 ppm de un carbono de carbonilo de acetona asignada a Ca,
en 6¢ 174.0 ppm una de un carbono de carbonilo de un anillo de lactona asignada a Cis, en
Oc 115.4'y 170.4 para los carbonos del enlace doble Ci4 'y Ci3 del anillo de lactona, una sefal

del carbono base de oxigeno Cis se observo oc 73.2 ppm, a frecuencias mas bajas se

observaron sefiales para los carbonos alifaticos sp? presentes en la estructura del compuesto.

El analisis de los experimentos en dos dimensiones (2D) permitié comprobar la estructura
propuesta para el compuesto 38. En el experimento COSY se observaron tres sistemas de
correlacion (Fig. 25). En el primero 'H-"H COSY es la que se observa entre H-1/H10 lo que
indica la conectividad de H (10) con Hx(1), H-6/H7, H-3/H4 y H-4/H18 lo que indica la
conectividad de H(3)-H(5)-H3(18) y el tercer sistema de correlacion 'H-'H de H-6/H7, H-
7/H8 y H-8/H17 lo que indica la conectividad de H2(6)-H2(7)-H(8)-H3(17). En el espectro
HMBC (Fig. 26) se observaron correlaciones de H-1 con Ca, C3, Cio lo que indica la posicion
del carbono de carbonilo de cetona en C,. En adicion, las correlaciones de Hi4 con Ci5y Cie,
asi como también His con Ci13 y Cis, lo que indican la presencia del anillo de la y-lactona.
Por lo tanto, la estructura de 38 fue determinada como se representa, la cual corresponde a

un nuevo diterpeno y nombrado como mazapenolido A (38).

La sustancia se cristalizd en hexano-acetona, fue adecuada para su difraccion de rayos-X

(Fig. 27), lo cual permiti6 corroborar su estructura descrita.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H de la mazapenolido A (38) en CDCl; (400 MHz).
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Figura 24. Espectro de RMN de *C del mazapenolido A (38) en CDCl; (100 MHz).
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Figura 25. Experimento COSY de la mazapenolido A (38) en CDCls.

19 20

16 12a 4
14 1o 60 10
6

o

F20

| g k30
° i@ F40
%

60

&9 . w

80

£90

100

110

120

F130

k140

150

160

13 ¢ b e @ L170
15 |

180

T T T T ———— T ——————T—T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08 06
ppm

Figura 26. Experimento HMBC de la mazapenolido A (38) en CDCls.
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Figura 27. Estructura de mazapenolido A (38) obtenida por difraccion de rayos-X.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de proton y carbono de los compuestos 36-38 en CDCls, (8 en
ppmyJen Hz).?

Cascarillona (36) Velamona (37) Mazapenolido A
Posicion (38)
OH e dH e dn 3¢
1 a 1.60, m” 45.6 a240,d(9.3) 35.1 a234,t(144) 392
b 1.60, m* b 2.40, d (9.3) B2.19, m"
2 - 212.0 - 200.4 - 211.6
3 2.18, m* 46.3 5.73,brs 125.7 a 1.47, m” 36.7
B 1.47, m"
4 232, m* 39.0 — 176.2 1.48, m” 36.9
5 — 36.5 - 40.0 — 46.3
6 1.78, dt (13.0, 38.6 1.84,td (12.4, 36.8 al.78,dt(13.2, 38.6
3.2) 2.9) 3.2)
1.07, m* 1.37, m b 1.03, m
7 1.54, m* 27.2 1.53, m* 27.1 1.48, m 27.1
1.46, m* 1.58, m* 1.53, m
8 1.58, m* 38.6 1.57, m* 36.2 1.57, m 45.9
9 — 39.3 — 38.9 — 39.0
10 1.53, m* 49.0 1.96, t (8.8) 459 1.39 dd (14.1, 49.3
3.1)
11 1.51, m“ 38.2 al.56, m" 38.2 al.52, m 34.8
b 1.52, m“ b2.20, m
12 2.33, m 18.0 2.30, m 18.1 a2.24, m 22.0
2.20, m 2.17, m b2.15, m
13 - 125.3 - 125.2 — 170.4
14 6.25,brs 111.1 6.22,brs 111.0 5.82,s 115.4
15 7.34,t(1.6) 142.8  7.33,t(1.6) 142.9 — 174.0
16 7.20, brs 138.6 7.18, s 138.7 4.72,brs 73.2
17 0.87, d (1.9) 14.9 0.86, d (6.2) 15.9 0.84, d (6.1) 16.0
18 0.88, d (2.2) 16.1 1.89, s 19.1 0.87, d (6.7) 15.0
19 0.98, s 12.9 1.12, s 18.6 0.97, s 12.9
20 0.78, s 17.6 0.82,s 17.9 0.81,s 17.6

“Las sefales se encuentran trasladas y las multiplicidades no pueden ser descritas.

6.3 Prediccion de las propiedades fisicoquimicas y toxicologicas

SwissADME es una herramienta de acceso libre utilizada para predecir las propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas de compuestos basada en la similitud de farmacos. En este
proyecto se evaluaron los tres compuestos (36, 37, 38) aislados de la raiz de C. mazapensis,
asi como es de un antibidtico. Los compuestos fueron evaluados calculando 5 propiedades

fisicoquimicas principales: numero de aceptores y donantes de enlaces puentes de hidrogeno,
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el LogP, la superficie polar y el peso molecular (Tabla 6), basandose en las reglas de Veber
y Lipinski (Lipinski et al., 2001; Udrea et al., 2018). De manera general, los tres compuestos
aislados de C. mazapensis muestran valores que se encuentran dentro de los puntajes
aceptables, el coeficiente de particion (LogP) no mayor a 5, el peso molecular se encuentra
entre el rango de g/mol, la superficie polar el rango esta entre 20 y 120 A, el nimero de pares
aceptores de puentes de hidrégeno y donadores son 0ptimos, menos de 10 enlaces rotables y
por lo tanto presentan cero violaciones basadas en las reglas de Lipinski (Lipinski, et al.,

2001; Vlad, et al., 2020).

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos 36-38 aislados de C. mazapensis.

Compuesto Peso Aceptores Donadores LogP  Refractividad TPSA Enlaces
molecular de puentes de puentes molar (A? rotables
(g/mol) de de
hidrégeno  hidrégeno
Cascarillona 302.45 2 0 4.48 91.23 30.21 3
Velamona 300.44 2 0 4.43 90.76 30.21 3
Mazapenolido  318.45 3 0 3.93 92.40 43.37 3
A
Estreptomicina 581.57 15 12 -5.84 130.43 336.43 9
(39)

Los resultados obtenidos en la plataforma de SwissADME (Tabla 6) permitieron generar los
radares de biodisponibilidad de los tres compuestos, con la finalidad de hacer una
comparacion de los resultados. En los radares de la Figura 28 se muestran los rangos 6ptimos
de cada propiedad y dentro de qué rango se encuentra el compuesto marcado con las lineas
color rojo, dentro de estas propiedades se encuentran: lipofilicidad, peso molecular, polaridad

PSA, solubilidad, insaturacion y flexibilidad.

Los compuestos de C. mazapensis cumplen con los rangos establecidos y se encuentran
dentro de los valores Optimos que revelan las propiedades fisicoquimicas compatibles con
una modera farmacocinética y, por lo tanto, su probabilidad de mayor efecto y uso en estudios

posteriores. Por otro lado, la evaluacion del compuesto de referencia como lo es la
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estreptomicina nos muestra que no cumple con la regla de Lipinski debido a que presenta
violaciones, debido al alto peso molecular que posee, altos nimeros de donadores y aceptores
de enlaces hidrogeno, ademas de tener un valor bajo de LogP, lo que indica tener una mala

absorcion oral como se muestra sus radares de biodisponibilidad en la Figura 29.

N
Cascarillona (36) Velamona (37) Mazapenolido A (38)
Figura 28. Radares de biodisponibilidad de Cascarillona (36), Velamona (37) y Mazapenolido A
(38).
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Figura 29. Radares de biodisponibilidad de la estreptomicina como antibiodtico de referencia.

6.4 Predicciones ADMET

La Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad o también conocido como
ADMET, nos permite conocer los aspectos farmacocinéticos para conocer como el
organismo actua frente a un farmaco administrado en un organismo (Doogue y Polasek,
2013). La utilizacion de programas predictores del perfil ADME como admetSAR y
ADMETIab de manera general se encarga de generar informacion quimica, biologica y de

las propiedades ADMET, utiles en el desarrollo de medicamentos y la evaluacion de riesgos
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medioambientales y humanos (Yang et al., 2019).

Los parametros farmacocinéticos estdn subdivididos en su mayoria en otros pequefios
subgrupos: la Absorcion consta de tres subgrupos (BHE, absorcion intestinal y
permeabilidad), seguida de la Distribucion proponiendo la localizacion subcelular,
posteriormente el Metabolismo donde se representa si existe o no inhibicion de los
citocromos P50, la Excrecidon determina el tiempo de vida media y finalmente la Toxicidad
subdividida en dos grupos (prueba AMES y carcinogénica).Analizando la Tabla 7 podemos
determinar que en el perfil de adsorcion los tres compuestos tienen valores del 95-98 %, por
lo que esto indica que no habra dano alguno en la barrera hematoencefilica y que el
compuesto podria fluir, ademas de una completa absorcion intestinal y una permeabilidad
regular. La distribucion es localizada en la mitocondria, una baja inhibiciéon de CYP en
cascarillona y mazapenolido A, y alta en velamona lo que se muestra en el rubro del
metabolismo. Por otro lado, el tiempo de vida media es baja, lo que indicaria que se
necesitaria de una mayor cantidad de compuesto para tener efecto terapéutico. Por tltimo, en
el parametro de toxicidad indica que los compuestos no presentan resultado de ser toxico o

tener algin efecto de mutacion celular.

Tabla 7. Perfil ADMET de los tres compuestos 36-38, realizado en ADMETsar.

ADMET Parametro Cascarillona (36) Velamona (37) Mazapenolido A (38)
Absorcion 98% 97% 95%
Barrera
Hematoencefalica
Absorcion 100% 100% 100%
intestinal
Permeabilidad 79% 78% 66%
Distribucion Localizacion Mitocondria Mitocondria Mitocondria
subcelular
Metabolismo  Inhibicion de CYP Baja Alta Baja
Excrecion T Baja Baja Baja
Toxicidad Toxicidad AMES No toxico No toxico No toxico
Carcindgeno No No No
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6.5 Predicciones de blancos y de la actividad biologica

Los modelos predictivos de moléculas o metabolitos secundarios como Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad (en inglés, Quantitative Structure Relationships, QSAR)
dependen principalmente de los descriptores moleculares calculados (Tetko ef al., 2008; Zhu
et al., 2008) y a su vez los descriptores moleculares dependen de la representacion molecular
correcta (Fourches et al., 2010). Muchos de los metabolitos secundarios que se han aislado a
partir de las plantas, han sido una fuente importante en materia de busqueda de nuevas
terapias contra muchos padecimientos. Previo a esto, la mayoria de las moléculas han sido
sometidas a estudios de indole in silico, con la Gnica intencion de tener un acercamiento al
posible efecto terapéutico que estas sean capaces de poseer y de esta manera tener un
antecedente de los posibles padecimientos a los que puede estar dirigida cada una de las

moléculas de interés (Figueroa, 2024).

Las plataformas en linea de predicciones de la actividad bioldgica han tomado gran interés
en los ultimos afios, debido en gran medida a su asertividad de probabilidad de los posibles
espectros de bioactividad de un gran nimero de moléculas biologicas. Es por ello que en el
presente estudio se investigaron las posibles actividades biologicas de los compuestos
cascarillona 36, velamona 37 y mazapenolido A 38 mediante la utilizacion del software de
libre acceso Way2drug. Con base en los resultados que se muestran en el esquema de calor
(Tabla 8), podemos ver que los compuestos 36-38 poseen una probabilidad relevante para
ser capaces de actuar como potentes antineoplasicos, especialmente la velamona y
mazapenolido A; los cuales poseen entre el 90 y 80% de probabilidad de ser activos, seguido
de la cascarillona (80-70%). Aunado a esto la plataforma Way2drug (Druzhilovskiy ef al.,
2017) arroja tres principales tipos de cancer (pulmon, colon y colon-rectal) los cuales podrian
ser los blancos idoneos para este tipo de moléculas y a los cuales es importante enfocar en
un estudio futuro. Sin embargo, se puede apreciar que otra de las actividades mostradas en
este analisis es la posible actividad antibacteriana, la cual también fue objeto de estudio en la
presente investigacion, mostrando una modera actividad que va de 50-40 % de probabilidad

de que los tres compuestos puedan tener efecto antibacteriano.
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Tabla 8. Mapa de calor de la prediccion de las posibles actividades biologicas.

Actividad Compuesto Probabilidad
37 38 (%)
Antineoplasico 83.7 84.0 100-90
Antibacterial 41.8 41.4 48.0 90-80
Antiprotozoario 37.3 43.0 35.9

Antimicoplasma 34.0 34.0

Inhibidor de sintesis de
proteinas 60-50

Inhibidor de peptldoglucano 30.3
glucosﬂtransferasas
e SthSIS ! --- -
40-30

Inhibidor de la formacion de
microtiubulos

Potenciador de 30.5 37.8
permeabilidad de la
membrana
Antifungico - 31.9 313
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Tabla 9. Mapa de calor sobre la prediccion de objetivos bacterianos.

Bacteria Compuesto Probabilidad
36 37 38 %

Micrococcus lateus 46.4 - 49.5 -
Kocuria rhizophila 453 41.3 37.6 -

Bacillus subtilis 29.7 32.2 21.6  50-40
Lactobacillus plantarum 23.4 23.2 6.1 40-30
Campylobacter jejuni 13.7 12.7 30-20
Prevotella oralis 16.5 331 <20

Para conocer la actividad de los compuestos se uso la herramienta Way2drug antiBac-Pred y
de acuerdo a la tabla 9, los compuestos tienen actividad antibacteriana sobre bacterias Gram
positivas y una menor actividad en bacterias Gram negativas, de las cuales podemos destacar
que hay una probabilidad de 50% al 20 % de tener efecto en Micrococcus lateus, Kocuria
rhizophila, Bacillus subtilis y Lactobacillus plantarum, las dos primeras se consideran
patdgenos que se encuentran en una variedad de ecosistemas como por ejemplo en alimentos
de origen animal. Lactobacillus es un género de bacteria de suma importancia en la industria
para producir alimentos, por otro lado, Bacillus es fundamental en procesos biotecnologicos
y en por lo tanto se puede deducir que los tres compuestos pueden ser considerados como un

agente antibacteriano.

6.6 Acoplamiento molecular de los compuestos

Las pB-lactamasas son enzimas producidas por bacterias que confieren multirresistencia a los
antibioticos betalactdimicos como penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas y carbapenémicos.
Las -lactamasas proporcionan resistencia a los antibioticos a través de la hidrélisis del anillo
B-lactamico, desactivando las propiedades antibacterianas del principio activo. Por ello, se
llevo a cabo en el presente estudio el acoplamiento molecular, con la finalidad de predecir si
los compuestos 36-37 pueden presentar interacciones sobre el sitio de union de la enzima [3-
lactamasa e inhibir su actividad enzimatica, y posteriormente validar estos resultados

computacionales con el estudio in vitro.
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En la tabla 10 se muestran los resultados de los compuestos 36-37 a partir de la enzima [3-
lactamasa (PDB:4KG5), asi como sus respectivas energias de union. Mediante el estudio de
acoplamiento molecular, se observd la interaccion de los tres compuestos aislados del
extracto con residuos de los aminoacidos del sitio de union de la enzima 36-38 (Fig. 30). De
los tres compuestos aislados de la raiz de C. mazapensis, el compuesto 36 mostré6 mejor
afinidad con una energia de uniéon de -8.15 Kcal/mol (Tabla 10). De acuerdo con los
resultados obtenidos, presentaron interacciones de tipo puente de hidrogeno con los residuos
Gly 152, Lys 315, Asn 346, Arg 349 y Thr 316 del sitio activo de la enzima. Como se observa
en la figura 30 los grupos funcionales presentes correspondientes a carbonilo de cetona de
los tres compuestos presentan interacciones de tipo puente de hidrogeno (Fig. 30-A, Fig. 30-

B y Fig. 30-C).

Adicionalmente, se realizd el acoplamiento molecular con el inhibidor que la estructura
cristalina de la enzima tiene como ligando la molécula de cefotaxima. El andlisis del
complejo enzima-inhibidor (B-lactamasa-cefotaxima) mostré una energia de unién menor
que los compuestos 36 y 37 y se observaron interacciones por puentes de hidrogeno con los
residuos Ser 64, Lys 67, Thr316, Ala318 y Asn 343 (Fig. 30-D) (Naas et al, 2016). En
contraste, puede notarse que los tres compuestos si presentan interacciones con residuos
similares (Thr 316) o proximos (Lys 315) que conforman al sitio de union de la enzima, y
podrian tener una posible actividad antibacteriana al inhibir la enzima B-lactamasa (Tabla
10) como su posible mecanismo de accion. El docking molecular permitio elucidar el modo
de union y sus posibles interacciones de los compuestos 36-38 con la enzima. Estos
resultados de las predicciones sugieren que los complejos enzima-compuestos (36-38) son
favorables, por lo cual, estos resultados de acoplamiento molecular prevén una posibilidad
de que los compuestos puedan mostrar actividad antibacteriana y que daran pauta para la
validacion de su estudio computacional. Sin embargo, los valores de unién mayores a la
estreptomicina de algunos compuestos (36 y 38) al sitio de unidon no garantiza necesariamente
la inhibicion efectiva de la enzima y el efecto sobre las bacterias. Esto puede deberse a varias
razones, como que la unioén no interrumpe la funcién de la enzima, o porque el compuesto es
expulsado o metabolizado rapidamente por las bacterias (Salam et al., 2023). En este caso
ocurri6 que los compuestos 36-37, a pesar de obtener energias de union favorables mostraron

inhibicion contra las bacterias de tipo Gram negativas. El compuesto 38 que mostré el puntaje
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de union intermedio, pero no mostro inhibicidon tanto con bacterias Gram positivas como
Gram negativas, esto puede atribuirse a diferencias morfologia bacteriana y las barreras
especificas, como la composicién de la estructura de las membranas y pared celular. El
docking molecular puede predecir la union de los compuestos con la enzima, pero no siempre
garantiza la posible actividad antibacteriana, debido a esto es fundamental que los resultados

se validen con experimentos biologicos o clinicos (Agu et al., 2023).

Tabla 10. Energia de union de los compuestos 36-38 y cefotaxima (inhibidor) con la enzima j-
lactamasa e interacciones de puentes de hidrogeno y « -m.

Compuesto Energia de enlace Puentes de Hidrégeno Interacciones 7 -7
(kcal/mol)
Cascarillona (36) -8.15 Gly 152, Lys315 Tyr 150
Mazapenolido (38) -8.14 Gly 152, Asn 346, -
Arg 349

Cefotaxima -7.75 Ser64, Lys67, Thr316, Tyr 221
(Inhibidor) Ala318, Asn343

Velamona (37) -1.73 Gly152, Lys315, Thr316 ---
p-betalactamasa - Ser64, Ala 318, Gly320 -
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Figura 30. Acoplamiento molecular e interacciones de los compuestos 36 (A), 37 (B), 38 (C) y
cefotaxima (D) (inhibidor) con el sitio de union de la enzima (-lactamasa.
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6.7 Evaluacion del efecto antibacteriano de los compuestos puros.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana usando los tres compuestos 36-38
purificados del extracto de las raices de C. mazapensis, para las pruebas se usaron bacterias
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis con
la técnica de Kirby-Bauer, suministrando el compuesto en dilucion por goteo, mostrando
efectos de inhibiciéon contra bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis con los compuestos 36 y 37, el compuesto 38 no mostrd inhibiciéon en

ninguna de las bacterias mencionadas.

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana con las cuatro bacterias
mencionadas, usando distintas concentraciones de cada compuesto, ademas de usar como
control positivo estreptomicina y como control negativo DMSO Compuestos 36 y 37, y
DMSO/Tween 80 (4:1) para el compuesto 38. En la tabla 11 se muestra el efecto que tuvo
el compuesto 36 contra estas bacterias, mostrando zonas de inhibicion desde 9 mm a 13 mm
de diamentro con las bacterias Gram positivas, mostrando un efecto inferior comparado con
el antibidtico de referencia. De igual manera, con el compuesto 37 solo se obtuvieron
inhibiciones contra B. subtilis de 9 mm a 12 de didmetro (Tabla 12). Sin embargo, el
compuesto 38 no mostro6 inhibicidon con ninguna de las cepas utilizadas, siendo el unico con

inhibicién nula (Tabla 13).

Tabla 11. Ensayo del compuesto 36 contra las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.

[C] E. coli P. aeruginosa B. subtilis S. aureus
80 mg/mL NA NA 13 mm 9 mm
70 mg/mL NA NA 13 mm 9 mm
50 mg/mL NA NA 10 mm NA
DMSO (-) NA NA NA NA
Estreptomicina 16 mm + 0.2 7mm=+0.2 24 mm + 0.3 17mm+ 0.3

)

*Medicién de halos en mm.
*NA= No presenté actividad
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Tabla 12. Ensayo del compuesto 37 contra las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.

[C] E. coli P. aeruginosa B. subtilis S. aureus
100 mg/mL NA NA 12 mm NA
80 mg/mL NA NA 10 mm NA
70 mg/mL NA NA 9 mm NA
DMSO (-) NA NA NA NA
Estreptomicina 16 mm+ 0.2 7mm=+ 0.2 22.5mm=+0.3 15.5mm+0.3

)

*Medicion de halos en mm.
*NA= No presenté actividad

Tabla 13. Ensayo del compuesto 38 contra las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.

[C] E. coli P. aeruginosa B. subtilis S. aureus
125 mg/mL NA NA NA NA
DMSO/Tween 80 (-) NA NA NA NA
Estreptomicina (+) 16 mm+ 0.2 7mm+0.2 24 mm=+0.3 14mm=0.3

*Medicion de halos en mm.
*NA= No presenté actividad

En las Figuras 31, 32 y 33 se muestra las imagenes de las inhibiciones que tuvieron los
compuestos 36 y 37 contra las cepas de S. aureus y B. subtilis mediante la técnica de
aplicacion por goteo, mostrando zonas de inhibicidon en los medios de cultivo, por lo que el
uso de los compuestos Cascarillona (36) y Velamona (37) a concentraciones altas tienen

potencial para impedir el crecimiento de bacterias Gram positivas.

Las concentraciones de los compuestos que mostraron inhibiciéon (Tablas 10-12) varian
significativamente dependiendo de la especie bacteriana. En particular, las bacterias Gram
negativas poseen una barrera externa adicional en su estructura celular, una membrana
externa que actia como un obstaculo fisico, impidiendo que muchos compuestos lleguen

eficazmente al sitio de union (Mai et al., 2016). Esto podria explicar la ausencia de actividad
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de los compuestos contra cepas Gram negativas. Esto indica que, mas alla del mecanismo de
accion, factores intrinsecos en cada bacteria, como morfologia, el metabolismo y la presencia
de mecanismos de resistencia especificos, juegan un papel crucial en determinar la
susceptibilidad a los compuestos antimicrobianos. Por lo tanto, una compresion mas
especifica de estas diferencias es esencial para el disefio y la seleccion de terapias

antimicrobianas mas efectivas.

El docking molecular puede predecir la unién de los compuestos con la enzima, no siempre
garantiza la posible actividad antibacteriana debido a la complejidad de los sistemas
bacterianos y su dinamica. Los modelos de docking molecular consideran una instantdnea
estatica de las interacciones posibles y no pueden simular la dindmica completa de las
proteinas y complejos estructurales en el tiempo. Estas limitaciones marcan la diferencia
entre las predicciones computacionales y las realidades experimentales o clinicas. Por ello,
es fundamental que los hallazgos de los modelos de docking molecular se validen con

experimentos bioldgicos o clinicos (Agu et al., 2023).

Figura 31. Efecto de inhibicion de 36 (C1) contra Staphylococcus aureus (SA).
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Figura 33. Efecto de Inhibicion del compuesto 37(C2) contra Bacillus subtilis (BS).
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7. Conclusiones

Croton mazapensis es una planta que no ha sido estudiada a detalle desde un punto
de vista quimico y biologico. Se ha logrado descubrir que se trata de una planta de
importancia médica, principalmente por su uso en la medicina tradicional y por la

presencia de metabolitos secundarios que han presentado actividad antibacteriana.

Se caracterizaron dos metabolitos secundarios conocidos de naturaleza diterpénica
denominados cascarillona, velamona y un nuevo denominado como mazapenolido

A.

El uso de métodos computacionales nos ayudo a predecir los compuestos (después
de pasar por la etapa de purificacion y caracterizacion) puede ser candidatos para
usarse como farmaco y realizar pruebas in vitro e in vivo con mayor seguridad. Los
compuestos obtenidos mostraron ser antineoplasicos principalmente y en una menor

probabilidad como antibacterianos.

El acoplamiento molecular sobre la enzima B-lactamasa bacteriana y las
evaluaciones in vitro, 36 presentd una mayor afinidad al sitio de union de la enzima
B-lactamasa. De los tres compuestos obtenidos solo 36 y 37 mostrd inhibicion contra
Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus con una menor eficiencia comparado con
estreptomicina. El uso de estrategias computacionales son una alternativa a los
métodos convencionales de identificacion de farmacos, que presentan grandes
ventajas, como reduccion del tiempo de identificacion de compuestos, la eficiencia
y costos, permitiendo acelerar el proceso de que los farmacos salgan al mercado en

menor tiempo.
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8. Perspectivas

e Desarrollar otros métodos de separacion y purificacion para obtener mas compuestos
provenientes de C. mazapensis.

e Evaluar los compuestos obtenidos con otras bacterias de interés clinico y alimentario.

e Conocer o elucidar los mecanismos moleculares de los compuestos 36 y 37 que
mostraron inhibicion.

e Probar con otros estudios referentes a actividad bioldgica como antineoplasico,
antiinflamatorio, antiprotozoario ya que pudieran tener probabilidades de tener un

efecto activo.
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