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Resumen:

La planta Justicia spicigera o mejor conocida como ‘‘Muicle’’, ha sido utilizada en la
medicina tradicional durante varios siglos; las personas a lo largo de la historia, lo han usado
para curar padecimientos como colicos menstruales, dolores de estomago, diarrea, “anemia’’,
fiebre y afecciones de la piel; aunado a lo anterior, estudios cientificos han demostrado dichas
propiedades medicinales ademas de demostrar regulacion de los niveles de azlcar en sangre,
actividad ansiolitica, citotdxica, antioxidante y antimicrobiana. Por otro lado, se ha reportado
que diferentes especies del género Justicia tienen propiedades medicinales y esto se debe a
la presencia de sus metabolitos secundarios. El objetivo de este trabajo fue cuantificar e
identificar el contenido de familias de metabolitos secundarios de Justicia spicigera a partir
de los extractos de hoja, flor y tallo, obtenidos en metanol (MeOH) y acetato de etilo
(AcOEt), ademas la evaluacién de su capacidad antioxidante, asi como el efecto hemolitico
de los extractos con la finalidad de conocer efectos en la membrana celular que permita
relacionar o entender las actividades bioldgicas descritas. Se obtuvieron 6 extractos y se
clasificaron de la siguiente manera: HM= Hoja-MeOH, FM= Flor-MeOH, TM= Tallo-
MeOH, HA= Hoja-AcOEt, FA= Flor-AcOEt, TA= Tallo-AcOEt; con los que se identificaron
y cuantificaron principalmente compuestos fendlicos, ya que estos comprenden en su
mayoria los agentes antioxidantes; se realizaron las pruebas para taninos condensados,
fenoles totales, flavonoides, antocianinas y una prueba cualitativa para saponinas. La prueba
de taninos obtuvo los siguientes rangos: 0.02+0.002 - 0.22+0.002 mg EC/100 g, en
flavonoides los resultados variaron entre 5.59+1.52 y 47.45+0.58 mg QRC/g, en la prueba
de fenoles totales se presentaron valores entre 13.06+0.42 y 65.66+0.33 mg EAG/g, se
cuantificaron pocas antocianinas en comparacion a las reportadas en otras plantas, el rango
fue de 0.003+0.049 a 0.95+0.41 mg / 100 g. La capacidad antioxidante fue medida por las
pruebas ABTS y DPPHe, sus resultados fueron entre (18.78 y 80.76 mg ET/g) y (3.26 y 30.68
mg ET/g) respectivamente. En la prueba de hemolisis, la DH50 de los extractos estuvo en un
rango entre 62.60+2.38 y 468.07+8.29 pg/mL, los extractos mas toxicos para los eritrocitos
fueron los de AcOEt. A partir del extracto metandlico de hojas, se realizaron anélisis
cromatograficos en placa fina de fase normal, lo que evidencio la presencia de fracciones
mayoritarias que fueron posteriormente separadas por cromatografia en columna y se aisléd
un compuesto el cual a través de RMN, se observd que la estructura correspondia a un
flavonoide glicosilado, llamado kaempferitrina. Es importante el estudio fitoquimico de las
plantas de uso tradicional como lo es Justicia spicigera a la que se le han atribuido efectos
benéficos; sin embargo, es necesario realizar estudios con bases cientificas que aseguren el
uso de esta planta.



Abstract:

The Justicia spicigera plant or better known as "Muicle', has been used in traditional
medicine for several centuries; people throughout history have used it to cure diseases such
as menstrual cramps, stomach pains, diarrhea, "anemia”, fever and skin conditions; in
addition to that, scientific studies have demonstrated such medicinal properties, on top of that
demostrating regulation of blood sugar levels, anxiolytic, cytotoxic, antioxidant and
antimicrobial activity. On the other hand, different species of the genus Justicia have been
reported to have medicinal properties and this is due to the presence of their secondary
metabolites. The objective of this work was to quantify and identify the content of families
of secondary metabolites of Justicia spicigera from the leaf extracts, flower and stem,
obtained in methanol (MeOH) and ethyl acetate (AcOEt), in addition to the evaluation of its
antioxidant capacity, as well as the hemolytic effect of the extracts in order to know effects
on the cell membrane that allows to relate or understand the biological activities described.
6 extracts were obtained and classified as follows: HM= Hoja-MeOH, FM= Flor-MeOH,
TM= Tallo-MeOH, HA= Hoja-AcOEt, FA= Flor-AcOEt, TA= Tallo-AcOEt; with which
phenolic compounds were identified and quantified, since these include mostly antioxidant
agents; tests were performed for condensed tannins, total phenols, flavonoids, anthocyanins
and a qualitative test for saponins. The tannin test obtained the following ranges; 0.02 0.002
- 0.22 0.002 mg EC/100 g, in flavonoids the results varied between 5.59 1.52 and 47.45 0.58
mg QRC/g, in the total phenol test values between 13.06 0.42 and 65.66 0.33 mg EAG/g
were presented, few anthocyanins were quantified compared to those reported in other plants,
the range was 0.003 0.049 and 0.95 0.41 mg / 100 g.The results of antioxidant capacity in the
ABTS test were between 18.78 and 80.76 mg ET/g. While for DDPH, the range was 3.26
and 39.68 mg ET/g. Kaempferitrin was identified by means of normal phase fine plate
chromatography analysis via RMN. This is a majority compound that comes from kaempferol
glycolysis. There is etnobiological information of medicinal plants such as Justicia spicigera,
to which beneficial effects have been attributed, so it is necessary to do studies with scientific

bases that ensure the proper use of this plant.



1 INTRODUCCION.

Las plantas medicinales han sido utilizadas en diferentes culturas al rededor del mundo,
México ocupa el segundo lugar a nivel global sobre conocimiento herbolario (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT, 2021). Segln la Secretaria de Salud
(2021), el 90% de la poblacién mexicana ha llegado a utilizar minimo una de las 4,500 plantas
medicinales que tiene México registradas, y esto es debido al conocimiento ancestral qué aun
prevalece en algunas personas de ciertas zonas y comunidades indigenas de nuestro pais.

El Instituto Médico Nacional (IMN) fue un centro de investigacion que trabajé en México de
1888 a 1915 (Marcial, 2007) donde se centraron en estudiar plantas con propiedades
medicinales. Se contaba con un archivo herbario de diez mil ejemplares, de los que se habian
realizado analisis quimicos en dos mil, en 1915 IMN pas0 a formar parte de la Direccion de
Estudios Bioldgicos (Cuevas-Cardona, 2010), esto delimitd el interés de las especies

vegetales restantes.

En el ultimo siglo se han realizado diversas investigaciones cientificas en plantas, para
evaluar la presencia de metabolitos secundarios que estas contienen; muchos de ellos han
demostrado tener efectos bioldgicos en humanos, presentando funciones antibacterianas,
antihepatotdxicas, antioxidantes, antivirales, antitumorales, fungicidas, inmunoestimulantes,

entre otras (Pérez y Jiménez, 2011).

Se sabe que uno de los principales factores para el desarrollo de enfermedades es el estrés
oxidativo, por lo cual, existe un creciente interés por investigar compuestos quimicos con
capacidad antioxidante, ya que pueden impedir la oxidacién de moléculas mediante
transferencia de electrones, previniendo patologias y ayudando a mantener la regulacién del

sistema nervioso, endocrino e inmunolégico (Liguori et al, 2018).

El estrés oxidativo es promovido por radicales libres, estas moléculas son originadas por
ruptura ‘ ‘homolitica’’ a causa de un aporte de energia quimica, luminosa o térmica, quedando
un electron desapareado en su Gltimo orbital, lo que les confiere una inestabilidad y capacidad
de reaccion muy elevada (Hajhashemi et al, 2010), se pueden formar a partir de diferentes
moléculas, pero los derivados de la molécula del oxigeno son los de mayor importancia en

patologias humanas (Valverde et al, 2000). El oxigeno es un elemento muy reactivo y al ser



utilizado constantemente en el metabolismo, sobre todo en la generacion de ATP, se forman
sus radicales libres, los cuales son eliminados naturalmente por los antioxidantes presentes
en el organismo, cuando existe un desequilibrio en la produccion de estos y no se eliminan
adecuadamente, pueden ocasionar dafios reversibles o irreversibles, conllevando a la

aparicion de diversas enfermedades (Cornelli, 2009).

Los compuestos fendlicos presentes en especies vegetales, constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas que pueden ser donantes de electrones por lo que se consideran
antioxidantes, asi mismo, juegan una serie de funciones metabdlicas en las plantas, sobre
todo, durante el crecimiento y reproduccion; también las protegen contra el estrés y
patdgenos externos, como la radiacion UV y los depredadores, ademas les contribuyen de

diferentes maneras, como en la pigmentacion, sabor y olor (Creus, 2004).

En investigaciones fitoquimicas, se analiza la capacidad antioxidante de las plantas a estudiar
mediante diversas pruebas, con el fin de evaluar algin posible uso dentro de la medicina.
La infusion de hojas de Muicle tiene una pigmentacion fucsia, esta coloracién principalmente
podria deberse a compuestos fendlicos presentes en la planta, su concentracion puede variar
dependiendo la parte morfoldgica en la que estos se encuentren debido a su funcién
fisioldgica; por lo que el presente trabajo analiza taninos, flavonoides y antocianinas
presentes en extractos organicos de J. spicigera, ya que son metabolitos polifendlicos; se
determiné la presencia de fenoles totales y saponinas, capacidad antioxidante, capacidad
hemolitica y el aislamiento de un flavonoide glicosilado Ilamado kaempferitrina, ya que estos
compuestos han sido asociado con propiedades antitumorales e inmunomoduladoras (Castro
et al, 2012; Fernandez et al, 2018), antidiabéticas (Ortiz et al, 2012), anticonvulsivo
(Gonzalez et al, 2017) y con actividad ansiolitica (Garcia et al, 2019).

Actualmente, segun datos del herbario del IMSS, de las aproximadamente 3,000 a 4,500
(estimadas) plantas medicinales que tiene registradas, solamente se le han hecho analisis
farmacoldgico al 5% (SEMARNAT, 2021), por lo que es importante seguir analizando estos
sorprendentes organismos, pues podrian encontrarse significativos descubrimientos para la

medicina.



2 ANTECEDENTES
2.1 Muicle

Justicia spicigera, mostrada en la Figura 1, perteneciente al grupo de las angiospermas,
incluye arbustos erectos a escandentes, cominmente de 1 a 1.5 m, a veces hasta 5 m de alto;
tiene hojas simples ovado-elipticas a elipticas; inflorescencias en forma de paniculas de
espigas, sus flores tubulares tienen corolas fuertemente zigomorfas, bilabiadas y anaranjadas;
sus frutos son capsulas con cuatro semillas lenticulares (Daniel y Acosta, 2003; Gibson
1974), sus principales polinizadores son colibries, abejas y algunas mariposas. Se ha
encontrado en &reas de vegetacion perturbada, bosques tropicales, caducifolios y semi
deciduos, es tolerante a leves sequias y puede llegar a tolerar temperaturas cercanas a 0°C.
Es una planta endémica de Mesoamérica, que crece desde México hasta el sur de Colombia,
en México se localiza en los estados de Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco, México,
Michoacéan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Veracruz y Yucatdn como aparece en
la Figura 2. En la Tabla 1 se muestra su clasificacion taxonomica, sin embargo,
coloquialmente es conocida como Muicle, muitle, hierba tinta, afiil de piedra, moyotli o

moyotle dependiendo la zona en la que se encuentre (Aguero y Alba, 2010).

Figura 1 Justicia spicigera.



Figura 2 Distribucion geogréfica de J. spicigera en Latinoamérica y México.

Tablal  Clasificacion taxondémica de Justicia spicigera (Baqueiro y Guerrero, 2014)

Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Acanthaceae
Subfamilia: Acanthoideae
Género: Justicia
Especie: Justicia spicigera

2.2 Género Justicia

El género Justicia es cosmopolita, con cerca de 700 especies es el mas grande y complejo de
la familia Acanthaceae. Su mayor riqueza se presenta en los tropicos y subtrépicos del Nuevo
Mundo (Villanueva-Espinoza y Condo, 2019), y este también el género mas grande de la
familia en México, donde se han registrado al menos 90 especies (Daniel y Acosta-
Castellanos, 2003). Las caracteristicas mas destacadas del género son: corola bilabiada, labio

superior rugulado, 2 estambres con anteras bitecas y sin estaminodios, una capsula con cuatro



semillas, y presencia de cistolitos en las hojas (Daniel y Acosta-Castellanos, 2003;
Villanueva-Espinoza R.M. y Condo, F.M. 2019).

Varias especies de Justicia son ampliamente utilizadas en medicina popular para el
tratamiento de enfermedades respiratorias y gastrointestinales, asi como inflamacion. Las
diferentes plantas de este género han sido utilizadas en diferentes regiones de Latinoamérica
por sus efectos sobre el sistema nervioso central algunas como alucinégenos, agentes
somniferos, sedantes, depresores, tratamientos para la epilepsia entre otros trastornos
mentales (Mpiana y Kitadi 2019). Otras especies y entre ellas Justicia spicigera son
popularmente utilizadas en el tratamiento del dolor de cabeza, fiebre, cancer, diabetes,
afecciones de la piel y VIH (Corréa y Alcantara, 2012).

2.3 Antecedentes de la especie Justicia spicigera.

El uso de la planta Justicia spicigera es variado, los primeros registros datan en el siglo XVI
cuando Francisco Hernandez relatd que se empleaba para tratar la disenteria, gonorrea,
escabiosis, temperatura y para las metrorragias. En el siglo XX, Maximino Martinez cit6 que
la planta era utilizada para problemas gastrointestinales, epilepsia, escabiosis, para regular el
sistema hormonal de la mujer, controlar la anemia y azlcar en la sangre (Aguero y Alba
2010). En el siglo XV en los pueblos indigenas de Oaxaca, algunas mujeres ya usaban el
Muicle para tefiir sus telas lo que resultd ser una parte importante para su economia (Aguero
y Alba 2010). En la localidad de Zacualtipan Hidalgo, han usado esta planta para la anemia
y para curar el ‘‘espanto’’ en infantes, también para tratar la ‘‘sarna’’ en perros (N. Garcia,

comunicacion personal, marzo 2022).

Un estudio etnobiol6gico argumenta que una infusion de J. spicigera en combinacion con
Arnica montana, Hippocratea excelsa, Amphipterygium adstringens y Tecoma stan, se usa
en la terapia alternativa/complementaria en pacientes ceropositivos al virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) (Vega, et al, 2012).

Por otro lado, segun el conocimiento tradicional, su infusion es un potente regenerador de la

sangre, si se bebe regularmente puede ayudar a eliminar la anemia; también la han usado para



combatir la diabetes y las diarreas de diferentes origenes, ya que es desintoxicante, digestivo,

antipirético y antibiético (Gonzalez, 2018).

Se tiene informacion de qué extractos hidroalcolicos del Muicle pueden actuar como agentes
antimicrobianos, ya sea para enjuague bucal o desinfeccion de heridas, estimula el sistema
inmunoldgico, sus hojas poseen propiedades fluidificantes que favorecen la secrecion de
mucosidad producida en el sistema respiratorio por bacterias o virus, y es sumamente efectivo

para despejar las vias respiratorias mediante vaporizaciones (SEMARNAT, 2021).

Investigaciones del Centro Universitario de los Lagos Jalisco (Garcia et al, 2019), describen
que esta planta puede fungir como tratamiento contra la depresion y la ansiedad, debido a
que en personas han disminuido emociones de tristeza, asi como también sintomas

emocionales asociados con la menopausia e irritabilidad.

2.4 Estudios bioldgicos del género Justicia

En estudios cientificos de plantas del género Justicia (Corréa y Alcantara, 2012), las
propiedades del extracto etandlico de Justicia neesii Ramamoorthy, demostrd capacidad
anticancerigena contra el linfocitico P388 leucemia en ratones. El extracto metandlico de la
planta de Justicia procumbens L. mostré inhibicion significativa in vivo contra la leucemia
linfocitica P-388 crecimiento y citotoxicidad in vitro en el 9-KB (humano carcinoma
nasofaringeo) ensayo de cultivo celular (Chen et al, 1995). Algunas especies como Justicia
ciliata y Justicia spicigera también presentaron inhibicién de lineas celulares de cancer
humano, principalmente hacia carcinomas del cuello uterino humano en lineas celulares T
47D y Hela, asi como también hubo un efecto benéfico por parte de Justicia rhodoptera
sobre la linea celular de cancer de ovario humano y la prevencion del crecimiento de algunas
células tumorales por parte de Justicia patentiflora. Hay estudios que describen la capacidad
de Justicia procumbens, Justicia nesii y Justicia specigera cOmo agentes anticancerigenos;
sin embargo, las propiedades anticancerigenas de Justicia adhatoda, han aun no ha sido

confirmadas farmacol6gicamente (Chen et al, 1995).



2.5 Compuestos antioxidantes

Los radicales libres son especies quimicas derivadas de una ruptura homolitica, que a
diferencia de otras especies quimicas como los cationes y aniones (productos de ruptura
heterolitica), son mas reactivos e inducen reacciones en cadena que derivan en la oxidacion.
En los seres vivos los radicales libres son resultado de la adaptacion de un mecanismo
adaptativo creado a lo largo de la evolucidn para que las células pudieran utilizar el oxigeno,
ya que este es un elemento altamente reactivo y a pesar de ser toxico para muchos
organismos, incluidos los humanos es indispensable (Buechter, 1988). Las especies reactivas
de oxigeno (ROS), son un subconjunto de radicales libres que contienen oxigeno, se crean
como consecuencia de la produccion de trifosfato de adenosina (ATP) por parte de las
mitocondrias, asi como en la respuesta celular a xenobiéticos, citocinas e invasion bacteriana
(Ray et al, 2012); juegan un papel doble como compuestos toxicos y beneficiosos. Su
toxicidad comienza cuando sobrepasan el sistema de defensa antioxidante natural (Free
radicals vs reactive oxygen species, 2021); pero, paraddjicamente, evidencia cientifica indica
que las ROS también regulan varias vias de sefializacion afectando varios procesos celulares,
como la proliferacion, el metabolismo, la diferenciacion, supervivencia, antiinflamatoria,
respuesta antioxidante y al dafio del ADN (Ray et al, 2012). El delicado equilibrio entre sus
dos efectos antagdnicos es claramente un aspecto importante de la vida.

Las células estan protegidas contra el estrés oxidativo por una red interactiva de enzimas
antioxidantes, estas moléculas son estables, tienen bajo peso molecular, lo que les confiere
de manera segura poder donar un electron a las ROS y neutralizarlas para asi reducir su
capacidad de dafio hacia moléculas vitales, ademas estimulan el sistema inmunolégico y
suelen tener efecto sinergista (Lobo et al, 2010). Los antioxidantes pueden ejercer su efecto
sobre los sistemas biologicos mediante diferentes mecanismos, como la quelacion de iones
metalicos, la donacién de electrones o la regulacidn de la expresion génica (Krinsky, 1992).
Existen dos tipos de antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos; los primeros se producen
durante el metabolismo celular de manera natural (Shi et al, 1999); mientras que los no
enzimaticos se les encuentra en diversos alimentos, como verduras, frutas, legumbres,
tubérculos, semillas, algunas carnes, entre otros, su aporte es suficiente si se consumen con

frecuencia (Carlsen et al, 2010).



2.6 Compuestos fendlicos

Para comprender la estructura quimica de los compuestos fenolicos es importante comenzar
explicando que el fenol es una molécula que se compone de un anillo aromatico (fenil) unido

a un grupo hidroxilo (OH) (Figura 3).

OH

Figura 3 Estructura quimica del fenol.

Los fenoles simples son compuestos que tienen dos (en las posiciones 1,2, 1,3 0 1,4) o tres
(en las posiciones 1,3,5 0 1,2,3) grupos hidroxilo en el anillo aromatico, existen diferentes

tipos como se muestra en la figura 4.
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Figura 4 Estructuras quimicas de compuestos fendlicos simples.

a) catecol b) resorcinol ¢) hidroguinona d) phloroglucinol e) 4-methylresorcinol

Los 4cidos fendlicos consisten en dos grupos (Tabla 2): Acidos hidroxibenzoicos y 4cidos
hidroxicinamicos; los hidroxibenzdicos son compuestos que presentan un grupo carboxilico
(grupo acido) y uno o mas grupos hidroxilo en un anillo aromatico, mientras que los
hidroxicinamicos son acidos fendlicos que se caracterizan por la presencia del grupo CH =
CH-COOH en remplazo del grupo COOH presente en los acidos hidroxibenzoico. El doble
enlace carbono (C = C) de la cadena aumenta la resonancia quimica, por lo que aumentan la
capacidad antioxidante de la molécula, debido a la deslocalizacion de los electrones en los
enlaces que estabilizan los radicales libres, ademas han mostrado actividad antigenotdxica y

antiproliferativa en células.



Tabla2  Acidos fenolicos.
Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
a b c X y z
o] OH OH
O, _OH O, _OH O, .oH O OM@OH
c” G~ G P> = 7
&S| LS
ZoH T/ ~g-CHa HO™ ™ “oH o CHs Oyéwm
OH OH OH OH OH HO

a) acido protocatéquico, b) acido vainilico, c) acido galico, x) acido p-cumarico, y) acido
ferdlico, z) &cido clorogénico

2.7 Flavonoides

Los flavonoides son un tipo de polifenoles presentes en plantas, y son los compuestos
responsables del color de las flores y frutas, de hecho, el término flavonoide viene del latin
"flavus", que significa amarillo, ya que muchos flavonoides purificados son de color amarillo
(Pefarrieta et al, 2014).

La estructura quimica basica de los flavonoides (figura 5) consiste en un esqueleto carbonado
C6-C3-C6, donde los componentes C6 son anillos aromaticos unidos por tres atomos de
carbono que pueden formar o no un tercer anillo pirano o pirona (anillos A-C) (Castro, 2003).
Las distintas clases de flavonoides se diferencian en la concentracion de saturacion en los
sustituyentes de los anillos A, B y C, asi se han llegado a encontrar alrededor de 9000
flavonoides naturales, los cuales se dividen en varios grupos segin sus diferencias
estructurales, por lo que se han clasificado en antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas,
chalconas, auronas, flavanos y proantocianidinas (Martinez et al, 2002). La actividad
antioxidante depende de la estructura quimica del flavonoide, de la posicién y nimero de

sustituciones en el nicleo del flavonoide y en el anillo (Pietta, 2000).



Figura 5 Estructura béasica de flavonoides

2.8 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos que poseen al menos un grupo hidroxilo (-OH) en uno
0 mas anillos fendlicos, tienen la particularidad de que se unen a las proteinas mediante

fuerzas covalentes y no covalentes (Pefarrieta et al, 2014).

Segun Quideau et al, (2003), se clasifican en tres grupos de acuerdo a su estructura quimica
(Tabla 3):

. Taninos condensados: son derivados de flavan-3-ol se encuentran como monomeros,
asi como unidades estructurales en las cadenas que van desde proantocianidina catequina 'y /
o dimeros derivados de catequina a polimeros de mayor tamafio.

. Taninos hidrolizables: Los taninos hidrolizables consisten principalmente en
elagitaninos no conjugados, galotaninos y acido elagico, o formas conjugadas del &cido

galico.

. Taninos complejos: Contienen unidades de catequina unidas a galotaninos o
elagitaninos, se ha comprobado que los productos del afiejamiento en el vino tinto se deben
a la reaccion entre catequinas de las uvas y galotaninos, formando estos taninos complejos.
Estos compuestos han demostrado inhibir el crecimiento de células cancerigenas, y es

considerado un posible precursor para el desarrollo de nuevos medicamentos.



Tabla3  Ejemplos estructurales de los diferentes tipos de taninos.

Taninos condensados

Taninos hidrolizables

Taninos complejos
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a) procyanidina B2, b) galotanino, ¢) acutissimina A

2.9 Antocianinas

Pertenecen al grupo de los flavonoides y su estructura basica es un nucleo de flavon, el cual
consta de dos anillos aromaticos unidos por una unidad de tres carbonos. El nivel de
hidroxilacion y metilacion en el anillo “B” de la molécula determina el tipo de antocianidina,
que es la aglicona de la antocianina. Las mas comunes en plantas son: Pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina como se muestran en la Tabla 4.
Las tres primeras son mas frecuentes en frutos, y el resto lo son en flores (Aguilera et al,

2011).
Tabla4  Tipos de antocianinas

OH

pelangonidin

a) pelargonidina, b) cianidina, c) delfinidina, peonidina, d) malvidina




3 JUSTIFICACION

Muchas plantas son utilizadas para el tratamiento de ciertos padecimientos, esto es posible
debido a los metabolitos secundarios presentes en sus diferentes drganos; sus funciones en
células, van a depender de su concentracion y familia a la que pertenezcan, mostrando efectos
benéficos o citotdxicos. Debido a lo anterior, es importante analizar la composicion
fitoquimica de las plantas de uso tradicional como lo es Justicia spicigera que se ha utilizado
en la medicina alternativa, ya que se le han atribuido efectos benéficos; sin embargo, es

necesario realizar estudios con bases cientificas que aseguren el uso de esta planta.



4

HIPOTESIS

Los extractos organicos de Justicia spicigera contienen metabolitos secundarios con

capacidad antioxidante y efecto citotoxico hacia células humanas.

5

OBJETIVOS

Obijetivo general

Cuantificar la presencia de algunas familias de metabolitos, capacidad antioxidante y

efecto hemolitico de extractos de Justicia spicigera

Objetivos especificos

Preparar extractos con Acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH) de hoja, flor y
tallo de Juisticia spicigera.

Cuantificar la presencia de taninos, flavonoides, fenoles, saponinas y antocianinas en
los extractos de Juisticia spicigera.

Evaluar capacidad antioxidante de los extractos de Juisticia spicigera mediante las
pruebas DPPHes y ABTSe+.

Evaluar el efecto hemolitico de los extractos de Juisticia spicigera a través de la
prueba hemolisis.

Identificar el extracto con mayor efecto citotoxico hacia eritrocitos.

Evaluar estadisticamente la correlacion entre metabolitos, capacidad antioxidante y
actividad hemolitica.

Aislar, purificar y caracterizar estructuralmente al menos un metabolito secundario

del extracto hojas en metanol de Juisticia spicigera.



6 MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Toxicologia del Area Académica de
Medicina del Instituto de ciencias de la salud (ICSa) y en el Laboratorio 5 del Area
Académica de Quimica del Instituto de ciencias basicas e ingenieria (ICBi) ambos
pertenecientes a la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), durante el periodo

abril-noviembre del 2022.

6.1 Disefio y tipo de estudio

Estudio experimental longitudinal.

6.2 Material vegetal

6.2.1 Colecta

La planta Justicia spicigera fue recolectada en el mes de marzo del 2022, en la localidad de
Ojo de agua, Tecamac Estado de México; con las coordenadas 19.678924465617854, -
99.03296149485094. Se colectaron las hojas, flores y tallos en tiempo de floracion.



6.2.2 Deshidratacion de las muestras

Una vez recolectada la planta se separ6 cada seccion morfologica para someterla a un proceso
de deshidratacion a 38°C por tres dias en el horno Shel-Lab (EX6 ZZMFG Sheldon
Manufacturing, INC, USA).

6.2.3 Trituracién y pulverizacion

Después de la deshidratacion de las secciones morfologicas de la planta, se dividio el gramaje
para realizar los extractos; una parte fue triturada en un molino manual (Grano Cuerpo Hierro
Estafiado Wolfox Wf2541, Mexico) y otra parte pulverizada en un molino eléctrico
(Analitycaly mill, 4301-00, Cole Palmer. IL USA), posteriormente fue almacenada en bolsas

herméticas a temperatura ambiente.

6.3 Obtencién de los extractos

Para los extractos, se realizd una maceracion de cada parte de la planta (hoja flor y tallo) en
metanol y acetato de etilo por separado, durante una semana agitandolos esporadicamente,
protegidos de la luz y el oxigeno. Transcurrido el tiempo, todos los liquidos resultantes fueron
recuperados por filtracion con papel filtro cualitativo grado 601 (Ahlstrom, Finlandia) y
evaporados a sequedad en un Rotavapor® semiautomatizado R-114 equipado con un bafio
calefactor B-480 (Marshall-scientific, USA) a 65°C obteniendo los siguientes extractos:
Hojas en metanol (HM), flores en metanol (FM), tallos en metanol (TM), hojas en acetato de
etilo (HA), flores en acetato de etilo (FA) y tallos en acetato de etilo (TA).

6.4 Cuantificacion de metabolitos en los extractos

6.4.1 Taninos

Los taninos condensados (TC) se determinaron por el método espectrofotométrico descrito
por Valadez-Vega et al 2019. Para la extraccion de TC a partir de los extractos metanolicos
y de acetato de etilo, se pesaron 9 mg de cada uno, se afiadi6 2.25 ml de metanol, se agitaron

una horay a continuacion se centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos.



De cada extracto se tomaron 250 uL de los sobrenadantes de las extracciones, se les afiadio
1.25 mL de vainillina al 0.5 % en metanol acidificado al 8 % y se dejaron reaccionar por 45
min a temperatura ambiente. Se midio la absorbancia a 500 nm en el lector de microplacas
Epoch (BioTek). Se prepar6 una curva de calibracion con +catequina (Sigma-Aldrich, USA)
como estandar, a las concentraciones de 0, 0.08, 0.16, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mg/mL. Los resultados
se reportaron como miligramos equivalentes de catequina por 100 gramos de muestra (mg

EC/100 g), el ensayo se realiz6 por triplicado.

6.4.2 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado por el método Folin-Ciocalteau, cuyo
principio es la reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau por parte del grupo de compuestos
fenolicos (Figueroa et al, 2018). Se prepard una curva de calibracion utilizando acido galico
(Sigma-Aldrich) como estandar en agua desionizada a las concentraciones 0, 100, 200, 300,
400, 500 y 600 pg/mL. Los extractos se prepararon disolviendo para cada muestra 200 mg
en 5 mL de etanol. Para la cuantificacion, se mezclaron 100 pL de cada concentracion de la
curva o de los extractos con 500 pL de una solucién de Folin-Ciocalteau (1:10, Sigma-
Aldrich) y 400 pL de una solucion de carbonato de sodio al 7.5% (Sigma-Aldrich). Se dejaron
reposar por 30 min en oscuridad y se realizaron las lecturas de la absorbancia a 765 nm. Los
resultados fueron expresados como miligramos de equivalentes a acido galico por gramo de

muestra (mg EAG/g). El ensayo se realizé por triplicado.

6.4.3 Flavonoides

La prueba de flavonoides se basé en la metodologia de Chang et al, (2002). Se realizé una
curva de calibracion para la cuantificacion de flavonoides empleando quercitina como

estandar a las concentraciones 0, 0.5, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/qg.

Para la extraccion de flavonoides de las muestras, se colocaron 20 mg de cada extracto en
tubos eppendorf, se afiadieron 150 pde etanol al 80% Yy se agité 1 h. Se tomaron alicuotas de
50 pL vy se le afiadieron 150 pL de etanol al 80%, 10 pL de AICIz al 10% en agua, 10 pL de

acetato de potasio 1M y 280 pL de agua destilada. Se dejaron reposar 30 minutos en



oscuridad, y se midid la absorbancia a 415 nm en el lector de microplacas Epoch (BioTek),

el ensayo se hizo por triplicado.

6.4.4 Antocianinas

El contenido total de antocianinas monomeéricas se cuantifico utilizando el método de pH

diferencial propuesto por Wrolstad et al, (2005).

Se pesaron 10 mg de los extractos y se afiadieron 1.75 mL de solucion etanol-HCI al 0.2 %,

las muestras se dejaron 24 h en oscuridad.

Se prepararon dos soluciones Buffer; KCI/HCI pH1 (0.025 M) y Acetato Na/HCI pH 4.5 (0.4
M). Se prepararon dos tubos con 100 pL del extracto de antocianinas, a cada uno se le afiadié
3 mL de buffer, uno de pH 1 y otro de pH 4.5, se dejaron reposar 50 min en oscuridad.
Posteriormente, se realizd la lectura de absorbancias a 510 nm y 700 nm en el lector de
microplacas Epoch (BioTek). El ensayo se realizo por triplicado. La absorbancia final se

calculé de acuerdo con la ecuacién nimero 1:

Ecuacion 1.
A= (A520 nm —A700 nm) pH1- (A520 nm —-A700 nm) pH4.5

A= Absorbancia final

Para calcular el contenido de antocianinas monoméricas se utilizé la ecuacién niimero 2.

Ecuacion 2.
Antocianina monomérica (mg/100 g) = (A*PM*FD*100) / (¢*1)

Donde A es la absorbancia final, PM es el peso molecular de la antocianina mayoritaria

(Peonidina 301.27 g/mol), DF es el factor de dilucion y € es el coeficiente de extension molar
(26 000).



6.4.5 Saponinas

Se empled la técnica descrita por Giron en 1992, la cual se fundamenta en la lisis de glébulos
rojos; se ocupo sangre humana fresca tipo O+ de un donante sano femenino, quien firmo
consentimiento informado (Anexo 1). Se emplearon 4 mL de sangre en un tubo con EDTA
como anticoagulante, se mezclo6 con cuidado para no lisar los eritrocitos y se centrifugaron a
1500 rpm por 10 min. Los eritrocitos, fueron lavados y diluidos al 4 % con NaCl al 0.9 %, y

Se reservaron para su uso posterior.

Las saponinas presentes en los extractos de Justicia spicigera en metanol y acetato de etilo,
se extrajeron a partir de 5 mg de cada extracto, se afiadieron 500 pL de metanol y se llevaron
a un agitador orbital por 30 min, posteriormente se extrajo el sobrenadante por
centrifugacion, el disolvente se evapord a sequedad en bafio Maria y los compuestos
extraidos se disolvieron en 250 pL de NaCl 0.9%.

La identificacion y cuantificacion de las saponinas, se realizé en microplaca de 96 pozos de
fondo “U”. En cada pozo de la microplaca se colocaron 50 puL. de NaCl (0.9 %); al primer
pozo se agregaron 50 pL de saponinas extraidas previamente y se realizaron diluciones
seriadas en orden de dos en los pozos siguientes, posteriormente se adicionaron 50 puL de la
suspension de eritrocitos y se incubaron por una hora a temperatura ambiente. Una vez
trascurrido el tiempo, se prosiguio a la observacion para determinar la méxima dilucién que

presentd hemolisis. El ensayo se realizé por triplicado.

6.5 Capacidad antioxidante

6.5.1 Método ABTSe+

Se midio la capacidad antioxidante de los extractos de J. spicigera por el método ABTSe+,
el cual evalla la actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), se basa en la reduccién
de la coloracion verde/azul producida por la reaccion del radical acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTSe+) con el antioxidante presente en la muestra (Zenil
Lugo et al, 2018). El ABTSe+ se prepard a una concentracion de 3.6 mg/mL con 6 mg de
persulfato de potasio (Potassium persulfate-ACS reagent, > 99.0% Sigma-Aldrich Merck,

USA) en 1 mL de agua desionizada, se dejo reposar durante 24 h a temperatura ambiente y



en oscuridad. Posteriormente el ABTSe+ se diluy6 en etanol hasta llevarlo a una absorbancia
de 0.70+0.02 con una longitud de onda de 734 nm en el espectrofotdmetro para microplacas
Epoch™ de BioTek (USA) controlado por el Gen5™ Data Analysis Software.

Para la cuantificacion, se tomaron alicuotas de 100 pL de cada extracto se le afiadieron 900
nL de la solucion de ABTSe+, se dejé reposar en oscuridad por 5 min y se realizoé la lectura
en el lector de microplacas a 734 nm. Los resultados se reportaron como miligramos

equivalentes de trolox por gramo de muestra (mg ET/g). El ensayo se realizo por triplicado.

Los extractos de metanol y acetato de etilo se diluyeron en etanol para obtener las

concentraciones que se muestran en la Tabla 5.

6.5.2 Método DPPH-

Este método consiste en la captacion de radicales libres DPPHe, y es muy usado para
determinar la capacidad antioxidante de algun organismo especialmente plantas. Su
fundamento se basa en la aceptacion de un electrén o atomo de hidrégeno por la molécula
1,1-difenil-2-picrilhidrazina, que en solucioén en metanol es de color violeta intenso (Ruiz,
2020).

Los extractos de metanol y acetato de etilo se diluyeron en etanol como se indica en la Tabla
5, se tomaron alicuotas de 100 pL de cada extracto, se le agregaron 900 uL de la solucion de
DPPH?e al 7.5 % en etanol, se dejaron reposar 60 min en oscuridad y se realizd la lectura de

absorbancia a 520 nm el lector de microplacas Epoch (BioTek).

Se prepard una curva de calibracion empleando trolox como estandar. Los resultados se
reportaron como miligramos equivalentes de trolox por gramo de muestra (mg ET/g). El

ensayo se realizo por triplicado.



Tabla5  Concentraciones utilizadas en los ensayos de ABTS«+y DPPHe

Extracto Peso | Volumen de Diluciones Concentracion
(mg) etanol (mt) Muestra (UL) | Etanol (uL) (mg/mL)

HM 51 10 400 1600 1.02

FM 54 10 400 1600 1.08

™ 51 10 1500 500 3.82

HA 51 10 500 1500 1.2

FA 42 115 500 1500 0.9

TA 49 10 1500 500 6.6 3.67

HM= Hoja en metanol, FM= Flor en metanol, TM= Tallo en metanol, HA= Hoja en acetato de etilo,
FA= Flor en acetato de etilo, TA= Tallo en acetato de etilo.

6.7 Estudio bioldgico

6.7.1 Capacidad hemolitica

Se llevé a cabo la evaluacion de la capacidad hemolitica de los extractos a través del método
de hemodlisis, el cual se basa en la deteccidn por espectrofotometria de la hemoglobina que
se libera de los eritrocitos, derivada del rompimiento de las membranas por accion de los

compuestos toxicos (Tramer et al, 2012).

* Preparacion de eritrocitos

Se emplearon 4 mL de sangre humana fresca tipo O+ de un donante sano femenino, quien
firmo consentimiento informado (Anexo 1). La sangre se depositd en un tubo con EDTA
como anticoagulante, se mezclé cuidadosamente para no lisar los eritrocitos, y se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 min; una vez separados los eritrocitos, fueron lavados con
NaCl y diluidos al 4% con un buffer de fosfatos 50 mM pH 7.4 y se reservaron para su uso

en refrigeracion.

* Preparacion de los extractos para la prueba bioldgica



Para la preparacion de la muestra, se pesaron 8 mg de cada extracto de metanol y acetato de
etilo, se le afiadieron 134 pL de dimetil sulféxido (DMSO) y se aforé a 8 mL con NaCl al
0.9%. A partir de estas disoluciones iniciales (1 mg/mL) se prepararon las diluciones

experimentales en NaCl al 0.9%, a las concentraciones que se muestran en la Tabla 6.

 Prueba de hemdlisis

Se emplearon tubos Eppendorf en los que se agregaron 20 pL de suspension de eritrocitos,
los cuales fueron tratados con 1 mL de los extractos; se incubaron durante 30 min a 37°C;
posteriormente, los eritrocitos se centrifugaron a 500 rpm durante 5 min. 200 pL del
sobrenadante se transfirieron a una microplaca de 96 pozos fondo plano y se midio la
absorbancia en un lector de microplacas Epoch (BioTek, USA) a 540 nm. Se emple6 como
control positivo eritrocitos tratados con Triton-X 100 al 20 %, el cual fue considerado como
el 100% de hemolisis, y a partir de este se calcul6 el porcentaje de hemolisis de cada dilucion.
Los resultados se expresaron como porcentaje de hemolisis (% hemdlisis). EIl ensayo se

realizé por triplicado.

Tabla6  Concentraciones ocupadas en la prueba hemolitica

Extractos Concentraciones Extractos Acetato Concentraciones
Metandlicos pug/mL de etilo pug/mL

HM 0, 50, 100, 200, 300, HA 0, 25, 50, 100, 125,
400, 500, 600 150, 175, 200

FM 0, 50, 100, 200, 300, FA 0, 12.5, 25, 50, 75,
400, 500, 600 100, 250, 300

™ 0, 50, 100, 150, 200, TA 0, 12.5, 25, 50, 75,
225, 250, 300 100, 125, 150

HM= Hoja en metanol, FM= Flor en metanol, TM= Tallo en metanol, HA= Hoja en acetato de etilo,
FA= Flor en acetato de etilo, TA= Tallo en acetato de etilo, ug= Microgramos equivalentes al
extracto. mL= Mililitros equivalentes a NaCl



6.8 Purificacion y caracterizacion de metabolitos secundarios

Este procedimiento se realizo sélo en las hojas de Justicia spicigera debido a que esta parte
morfolégica en solventes polares tiene mayor pigmentacion; se separé por columna
cromatografica de silice (fase normal) de 6 pulgadas de largo por 2 pulgadas de ancho y como
fase movil 200 mL de acetato de etilo/metanol (1:3), y 200 mL de metanol 100% y 200 mL
de metanol con &cido formico 0.01%. El volumen recuperado en la cromatografia fue de 10
mL por vial, y se colectaron hasta 50 muestras, que fueron analizadas mediante cromatografia
en placa fina y reveladas con cloruro de cobalto/acido sulfurico y quemados en parrilla. A
partir de este procedimiento, se selecciono la fraccidn en la que se encuentra el compuesto
mayoritario para ser analizado mediante pruebas de resonancia magnética nuclear de
hidrogeno (RMN-H) en un equipo Bruker DRX-400 (400 MHz, USA), en DMSO-ds

(Dimetilsulfoxido deuterado).

El FID (Free induction decae) obtenido fue analizado en el programa MestreNova version
1.0; los desplazamientos quimicos (8) se reportaron en ppmy las constantes de acoplamiento
(J) en Hz.

6.9 Analisis estadisticos

Para el manejo de datos se utiliz6 el programa Microsoft Excel (Microsoft Office, USA).
Los datos se analizaron estadisticamente mediante el programa Statgraphics Centurion
XVL.1, en donde se llevaron pruebas ANOVA de una via, seguido de pruebas de post hoc de
Tukey, las diferencias se consideraron significativas a una p<0.05; asi mismo, se empled la
prueba estadistica de Durbin-Watson para establecer el nivel de correlacion entre los
parametros analizados.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y fueron reportados como como la media

+ desviacion estandar de la media (DE).



7 RESULTADOS

Determinacién cuantitativa de metabolitos en los extractos:

7.1 Taninos

Los resultados del contenido de taninos de los extractos se muestran en la Tabla 7; donde se
observa que los extractos de acetato de etilo fueron més eficientes para el analisis de estos
compuestos. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre todos los
extractos (p<0.05), siendo FA el que presento la concentracion mas alta; caso contrario fue
TM mostrando 90.9% menos de concentracién que FA, posicionandose asi en el Gltimo lugar
de las muestras. Los tallos en ambos extractos fueron los que presentaron menor cantidad de

estos compuestos.

7.2 Fenoles

En la Tabla 7, se pueden apreciar los valores resultantes; el extracto que presentd mayor
cantidad de este compuesto fue TA, sin embargo, a pesar de ser la misma parte morfoldgica,
TM fue el extracto que contenia menos fenoles, con una diferencia del 81.11% respecto a
TA, no obstante, el analisis estadistico demostré que existen diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre todos los extractos.

7.3 Flavonoides

Los resultados de esta prueba se encuentran en la Tabla 7, indicando que los extractos
metandlicos fueron mas eficientes para la extraccion de este compuesto, las hojas y tallos
presentaron altos indices de flavonoides en comparacién con los extractos restantes; TM
cuantificd mayor cantidad de este metabolito, con una diferencia del 26.59% respecto a HM
que obtuvo segundo lugar. El analisis estadistico demostré6 que existe diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre todos los extractos.

En los extractos de acetato de etilo, la mayor concentracién fue en las flores (FA), sin
embargo, existe una diferencia del 43% respecto al mas alto (TM), no obstante, el extracto
de flores en metanol presento el menor indice de flavonoides de todas las muestras, con una
diferencia del 88.21% ante TM.



Tabla7  Polifenoles en extractos de Justicia spicigera
MUESTRA Flavonoides Taninos Fenoles totales Antocianinas
(mg QRC/qg) (mg EC/100 g) (mg EAG/Qg) (mg/100 g)
HM 34.8310.66° 0.13+0.001¢ 55.76+0.54°¢ 0.15+0.038¢
FM 5.59+1.52f 0.07+0.001°¢ 57.08+0.68" 0.22+0.027°
™ 47.45+0.58? 0.02+0.002f 13.06+0.42° 0.003+0.049°
HA 12.14+1.52°¢ 0.21+0.001° 25.06+0.494 ¢ 0
FA 27.01+£1.52°¢ 0.22+0.0022 32.10+0.89¢ 0.16+0.19°
TA 15.43+0.63¢ 0.12+0.001° 65.66+0.33? 0.95+0.41%

Extractos; HM= Hoja en metanol, FM= Flor en metanol, TM= Tallo en metanol, HA= Hoja en
acetato de etilo, FA= Flor en acetato de etilo, TA= Tallo en acetato de etilo. Las letras a, b, c, d, e, f
corresponden a las diferencias estadisticamente significativas entre extractos para cada tipo de
compuestos halladas en las pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media
de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
mg QRC/g= miligramos equivalentes a quercetina por gramo de muestra, mg EAG/g = miligramos
equivalentes de &cido galico por gramo de muestra, mg EC/100 g = miligramos equivalentes de
catequina por 100 gramos de muestra, pug/g = microgramos por gramo de muestra.

7.4 Antocianinas
Los resultados de la cuantificacion de antocianinas se muestran en la Tabla 7. En todos los
extractos se presentaron concentraciones bajas. El extracto TA presento el valor mas alto de

estos compuestos, mientras que en TM fue el de menor concentracién, y en HA estuvieron

ausentes. Se mostraron diferencias estadisticamente significativas entre muestras (p<0.05).

7.5 Saponinas

De acuerdo a la metodologia empleada no se detecto la presencia de estos metabolitos en los

extractos de Justicia spicigera.

7.6 Capacidad antioxidante

Los resultados de la capacidad antioxidante por el método ABTSe+, en extractos se
encuentran en la Tabla 8, observandose que todas las muestras presentaron diferencias

estadisticas significativas (p<0.05).



Los extractos metandlicos obtuvieron mayor efecto antioxidante, siendo HM y FM los que
presentaron valores mas altos de las seis muestras; contrariamente, TM fue el que presento
menor capacidad antioxidante, siendo 76.74% menor que HM. En caso de los extractos en
acetato de etilo, quién obtuvo el primer lugar de capacidad antioxidante fue TA, quedando
en ultima posicion FA con una diferencia del 41.17% ante el primero. En la prueba de DPPHe,
cuyos resultados se encuentran en la Tabla 8, se observa que HM tiene la capacidad
antioxidante més elevada de todas las muestras, presentando diferencia estadisticamente
significativa ante las restantes. Estadisticamente se identificaron dos grupos diferentes; el
primer grupo conformado por TM, HA y FA y el segundo grupo fue FM y TA; en ambos

grupos no hay diferencias estadisticas significativas entre ellas.

Tabla8  Capacidad antioxidante en extractos de Justicia spicigera.

Muestra ABTSe++ (mg ET/g) DPPHe. (mg ET/g)
HM w80.76+0.211° x30.68+1.61%
FM wl7.74£0.115° x11.21+3.34°
™ w18.78%0.08 x3.65+1.64 ¢
HA w23.2310.41¢ «3.72+3.13¢
FA w22.42+0.22° «3.2620.81"
TA w38.11+0.25°¢ «11.66+1.91°

Extractos; HM= Hoja en metanol, FM= Flor en metanol, TM= Tallo en metanol, HA= Hoja en
acetato de etilo, FA= Flor en acetato de etilo, TA= Tallo en acetato de etilo. mg ET/g = miligramos
equivalentes de trolox por gramo de muestra. Las letras a, b, c, d, e, f, g en superindice
corresponden a las diferencias estadisticamente significativas entre extractos halladas en pruebas
post hoc de Tukey (p<0.05). Las letras x, w en subindice corresponden a las diferencias
estadisticamente significativas al comparar entre métodos de actividad antioxidante halladas en t de
Student (p<0.05). Los valores representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion
estandar (DE).

7.7 Capacidad hemolitica

En la Figura 6 y 7 se muestran los resultados de la capacidad hemolitica de los extractos de

Justicia spicigera, observandose un efecto dosis-dependiente en cada uno.



Los extractos en acetato de etilo presentaron elevados efectos citotdxicos a bajas
concentraciones, mientras que los extractos metandlicos requirieron concentraciones mas
altas para alcanzar el 100% de hemolisis, como se puede ver en la Tabla 9. En los extractos
de acetato de etilo, FA obtuvo el mayor efecto tdxico en los eritrocitos, ocupandose
concentraciones menores para ocasionar la ruptura de la membrana de los eritrocitos,
determinando la dosis hemolitica media (DHsp) en 62.60 pg/mL. No se observaron
diferencias significativas a concentraciones bajas; pero si a concentraciones mas altas. TA
obtuvo el menor efecto toxico de los extractos en acetato de etilo, su DHso fue de 92.58
pg/mL seguido de HA cuyo DHso fue de 86.53 pg/mL; en ambos casos se necesitaron
concentraciones mayores para acercarse el 100% de hemolisis, en comparacion con FA. En
HM y FM para causar el 100% de hemdlisis, se utilizaron concentraciones de hasta 600
pg/mL; sin embargo, el efecto citotoxico fue mayor en HM, ya que su DHso fue de 183.86
pg/mL, mientras que el de FM fue de 468.07 pug/mL; TM fue el menos toxico determinando
su DHspa 175.54 pg/mL. Todas las concentraciones fueron estadisticamente diferentes (p<0.
05).

Tabla9  Dosis media hemolitica

Extracto DHso hemolitica (ug/mL)
HM 183.86+10.75"
FM 468.07+8.29°
™ 175.54+3.18°
HA 86.53+2.91¢
FA 62.60+2.38°
TA 92.58+2.46°
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Figura 6 Capacidad hemolitica de los extractos de metanol de Justicia spicigera.

HM= Hoja en metanol, FM= Flor en metanol, TM= Tallo en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e, f
corresponden a las diferencias estadisticamente significativas entre extractos para cada tipo de
compuestos halladas en las pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media
de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Figura 7 Capacidad hemolitica de los extractos de Acetato de etilo de Justicia spicigera.

HA= Hoja acetato de etilo, FA= Flor acetato de etilo, TA= Tallo acetato de etilo. Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones para cada extracto (p<0.05).
Los valores representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).



7.8 Compuesto aislado

En la fraccion 5 se observo un compuesto mayoritario, por medio de analisis en cromatografia
de placa fina de fase normal (Silice), esto motivo a llevar a cabo la separacion de los
compuestos de dicha fraccion, a través de una cromatografia en columna, donde se obtuvo
un sélido que fue lavado con acetona y se analizé mediante RMN de *H, con DMSO-d6; los
desplazamientos (8) y constantes de acomplamiento (J), fueron calculados y recuperados en
el programa MestreNova 2.0, los datos adquiridos indicaron la presencia de un compuesto
fenolico glicosilado, cuyas sefiales fueron comparados con estudios reportados y se llegd a
concluir que el compuesto obtenido de la fraccion 5, corresponde a 3,7-diramnosido

kaempferol (Kaempferitrina) (Figura 8) (Tabla 10).

OH
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Figura 8 Espectro de RMN de *H (DMSO-d6) a 400 MHz de fraccion 5



Tabla10  Datos de espectro de RMN y comparacién con articulo

H Datos experimentales Referencia
DMSO-d6 (400 MHz) Valente et al, 2009
o (ppm), J (H2) DMSO-d6 (400 MHz)
d (ppm), J (H2)

6 6.44 (d, 2.3, 1H) 6.46 (d, 2.4)

8 6.77 (d, 2.3,1H) 6.79 (d, 2.0)
OH-5 12.58 (s, 1H) nr

2’ 7.78 (d, 8.8, 2H) 7.8 (d, 8.8)

3 6.91 (d, 8.8, 2H 6.93 (d, 8.8)

5’ 6.91 (d, 8.8, 2H) 6.93 (d, 8.8)

6’ 7.78 (d, 8.8, 2H) 7.8 (d, 8.8)

1” 5.29 (d, 1.6 Hz, 1H), 5.30 (d, 1.6)

27 3.84 -3.81 (m, 1H), 3.99(d, 3.2)
3” * *
4 * *
577 * *
1 5.54 (s br, 1H) *

2’ 3.97 (d, 1.7, 1H) 3.84 (d, 3.4)

3 * 3.64 (d, 9.2)

4 * 3.31(d,9.2)
5”’ * *
CHs-Rh 1.11 (d, 6.2, 3H) *
CHs-Rh 1.11 (d, 6.2, 3H) *

(6) = desplazamientos, (J) constantes de acomplamiento. (*) No observados, (nr), no reportado.



8 DISCUSION

8.1 Analisis fitoquimico de los extractos de Justicia spicigera

Los metabolitos secundarios son sustancias fabricadas por las plantas que les ayudan a ser
competitivas en su propio entorno, ademas, ejercen gran variedad de efectos fisiologicos en
ellas y en otros organismos (Teoh, 2016). En comparacién con los animales, las plantas
sintetizan un espectro mas amplio de metabolitos debido a la inmovilidad y la imposibilidad
de escapar de depredadores, su proceso evolutivo las llevo a crear sus propias defensas
quimicas (Lattanzio et al, 2005). La cantidad de estas biomoléculas presentes en plantas
varian dependiendo su funcion fisioldgica, por ello es que se analizaron, tallos, hojas y flores
de Justicia spicigera, teniendo mas enfoque en los compuestos fendlicos debido a sus

caracteristicas fisicas y quimicas que posee.

8.2 Cuantificacion de metabolitos en los extractos

8.2.1 Taninos

Existen dos grupos que abarcan este metabolito, los primeros son los taninos condensados,
que estructuralmente son complejos oligdmeros y polimeros de unidades flavonoides (flavan-
3-ol, flavan-3,4-diol y biflavanes) unidos mediante enlace carbono-carbono, y no son
susceptibles a degradacion enzimatica anaerobica, son solubles en agua, alcoholes, acetona
(Pizzi, 2014) pero son incapaces de hidrolizarse. Por otro lado, tenemos a los taninos
hidrolizados, estos son mas susceptibles a hidrolisis en condicion fisioldgica, permitiendo la
liberacion gradual de sus componentes primarios (Kolekar et al, 2008).

En este trabajo se cuantificaron taninos condensados, los resultados de todos los extractos
del Muicle utilizados para la prueba, presentaron concentraciones bajas. Esto concuerda con
los resultados de otro estudio donde utilizaron hojas secas de esta planta, en una disolucion
de agua:etanol (30:70%), reportaron 0.23 mg EC/100 g, valor muy cercano a los datos
obtenidos en el extracto de hojas en acetato de etilo, con una diferencia del 9.5% (Castro et
al, 2021).

El tipo de disolvente empleado juega un papel importante para la extraccion de compuestos;

en una investigacion se comparo la eficacia de mezclas acuosas de acetona y etanol para la



extraccion de TC en pieles de uva Shiraz, observando que los rendimientos de extraccion en
taninos cambiaban con el tipo de disolvente o0 mezclas; siendo mas eficiente la extraccion de

TC en etanol puro (Downey y Hanlin, 2010).

8.2.2 Fenoles totales

El contenido total de fenoles fue variado entre extractos, mostrando concentraciones
diferentes a las reportadas en investigaciones anteriores, debido al tipo de extraccion de los
compuestos, ya que en este trabajo se realizaron las pruebas en extractos de metanol y acetato
de etilo y en las investigaciones que se mencionan a continuacion fueron extractos

directamente de los polvos de la planta.

En una investigacion donde prepararon un extracto etandlico al 60% de hojas de J. spicigera,
se obtuvo una concentracion de 27.05 mg EAG/g (Castro et al, 2021), mientras que en el
presente trabajo la concentracion del extracto metandlico de hojas fue superior por un 51.4
%; sin embargo, el resultado obtenido en el estudio de Baqueiro y Guerrero (2017) de hojas
de Muicle en extractos agua:etanol (30:70), fue de 78.3 mg/g, siendo 28% superior con

respecto a los extractos de HM del presente estudio.

Por otra parte, TA mostrd6 mayor concentracion de fenoles de todos los extractos; esto
coincide con el estudio de Justicia adhatoda, donde ocuparon extractos metanolicos al 8 %
de los tallos y hojas, e indicaron que la mayor concentracién de los compuestos fenolicos se
encontraba en tallos, presentando una concentracion de 5.13 mg/GAE g, con una diferencia
del 34 % con respecto a las hojas. Los solventes como el acetato de etilo, tiene una polaridad

relativamente intermedia y pueden solubilizar fenoles con una polaridad similar.

De acuerdo a los datos estadisticos, existe una correlacion relativamente débil entre fenoles
y taninos condensados de los extractos (Anexo 2), esto se podria deber principalmente a que

las concentraciones de dichos metabolitos no fueron tan representativas en la planta.

La acumulacion y concentracion de compuestos fendlicos en diferentes partes de las plantas
pueden variar debido su funcion, ya que protegen de radiaciones ultravioleta a las plantas,

también intervienen como reguladores de interacciones con otros organismos y son los



responsables de la pigmentacion durante el ciclo de vida de las plantas y sus diferentes fases

de crecimiento (Martinez et al, 2001).

8.2.3 Flavonoides

De acuerdo a los resultados de los extractos metandlicos, el que presentd mayor cantidad de
este compuesto fue TM, y en segundo lugar HM, con una diferencia del 26.59 % entre estos.
En los extractos de acetato de etilo, la flor fue quién mostré mayor concentracion de
flavonoides, esto indica que la cantidad de estos metabolitos pueden variar en 6rganos, tejidos
o células, pues son los responsables de conformar la pigmentacion de los pétalos de las flores
para atraer polinizadores, otra de sus funciones es generar una colorimetria azul para la
captacion de ciertas longitudes de onda, permitiendo a la planta reconocer el fotoperiodo.
Algunos flavonoides se pueden sintetizar en més cantidades en las raices, para establecer
simbiosis principalmente con hongos y asi evitar las infecciones por estos y otros parasitos
(Cartaya y Reynaldo, 2001).

Conforme a los analisis estadisticos (Anexo 2), los flavonoides mostraron una relacion
moderadamente fuerte con taninos, esto se puede deber a que estos Gltimos son derivados del
flavonoide flavan-3-ol (Pefarrieta et al, 2014); mientras que con fenoles se obtuvo una
relacion relativamente débil, probablemente porque los flavonoides a pesar de tener
estructuras fenolicas en su base, la reaccion se basa en la modificacion de la estructura del
grupo cetona en el C-4 y el grupo hidroxilo en el C-3 o C-5, provocada por AICls, creando

complejos acidos estables con grupos cetonas (Anexo 2).

En el anélisis de J. adhatoda (Chanu y Sarangthem, 2014) se prepard un extracto en etanol
al 50 % de hojas y flores para la cuantificacion de flavonoides, las hojas tuvieron una
concentracion de 37.9 mg/g, presentando una diferencia del 8.1 % respecto a los resultados
que obtuvo HM en el presente estudio; mientras que las flores tuvieron una concentracion de

29.2 mg/g difiriendo 7.5 % con respecto a FA de J. spicigera.

En una investigacion sobre Ruellia tuberosa, planta perteneciente a la familia Acanthaceae,

los tallos presentaron mayor concentracion de compuestos fendlicos (Afzal et al, 2015), lo



cual sefiala que, asi como J. spicigera la mayoria de estos compuestos pueden ser abundantes

en las hojas y en tallos.

8.2.4 Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos de tipo fenolico, pertenecen a la familia de los flavonoides
y son responsables de los colores rojos y azules en plantas, flores y frutos (Hurtado y Pérez,
2014).

El estudio de Mora et al, (2016) sobre J. spicigera identifico a través de fracciones de acetato
de etilo con HPLC, la antocianina mayoritaria, la cual fue peonidina con un pico de 64.30%,
por ello es que, en la ecuacion para la cuantificacion de antocianinas, se ocupd el peso

molecular de esta antocianina.

Los resultados obtenidos con la metodologia empleada presentaron concentraciones entre 0-
0.95 mg/100g, no detectandose estos compuestos en HA, esto concuerda con el estudio de
Baqueiro (2017) en la cuantificacion de antocianinas de extractos etanol-agua de Justicia
spicigera, no encontrando estos compuestos con la metodologia empleada de pH diferencial,
sin embargo, estos compuestos si se han reportado en plantas a partir de una extraccion
directa de las partes morfologicas, mostrando resultados mayores a los obtenidos en el
presente trabajo; por ejemplo, en la determinacion de metabolitos de otro estudio de J.
spicigera, a partir de la planta pulverizada se realizaron extractos de etanol acidificado,
modificando el pH de la muestra y con esta metodologia obtuvieron un resultado de 1.684
mg/100 g.

Los datos estadisticos indican una relacion relativamente débil con taninos y flavonoides,
esto se pudo deber a la interferencia de diferentes factores, como la probable degradacion de
las antocianinas antes de su cuantificacion, pues son susceptibles a los cambios en sus
estructuras quimicas por factores fisicos como la luz, temperatura, y sobre todo pH (Giusti y
Wrolstad, 2001). Esta técnica ha sido mayormente empleada en zumos de frutos, los cuales
tienen naturalmente un pH mas &cido, por consecuente cuando se requiere extraer
antocianinas en plantas, preferentemente se hace con la planta seca utilizando solventes

hidroalcohdlicos acidificados, como en el estudio de Ruellia simplex (Acanthaceae), donde



se utilizaron pétalos de la planta y se maceraron en metanol con acido acético durante 30
min, esto con el fin de modificar su pH, haciendo maés eficiente la extraccidn de antocianinas
(Freyre et al, 2015), donde obtuvieron una concentracion de 10.8 mg/g; una diferencia del 91

% respecto a TA, gque fue la muestra con la concentracién mas alta.

Los métodos comunes de extraccion de antocianinas suelen ir acompafiados en presencia de
compuestos contaminantes, por ello es que existen metodologias como el sistema bifasico
acuoso (ATPS), para extraer y purificar las antocianinas en los extractos utilizados; este
método se ocupd en una investigacion de Peristrophe bivalvis (Le et al, 2021), planta
perteneciente a la familia Acanthaceae y reconocida por su alto contenido de este compuesto,
se logré captar el 80 % de antocianina en la hoja, mientras elimind el 80 % de compuestos

contaminantes.

8.2.5 Saponinas

El poder hemolitico es caracteristico de las saponinas triterpénicas, no obstante, no hubo
deteccion de este metabolito en los seis extractos de J. spicigera con la metodologia
empleada, puesto que su fundamento abarca el efecto hemolizante a través de la interaccion
con los esteroles de la membrana eritrocitaria, que induce un aumento de la permeabilidad
de la membrana y un flujo de iones, haciendo explotar la membrana, permitiendo de este
modo la salida de la hemoglobina (Bruneton, 2001); probablemente con la técnica no hubo
la interaccion suficiente entre las saponinas presentes en la planta y los eritrocitos o sus

concentraciones fueron bajas.

Sin embargo, en otro estudio fitoquimico del Muicle utilizando la parte aerea de la planta,
fue posible la cuantificacion de saponinas por métodos espectofotométricos empleando el
reactivo de Lieberman-Burchard, obteniendo un resultado de 153.58 mg/100g (Chavez,
2021). Existen reportes de otras plantas pertenecientes al mismo género, que a través de
métodos cualitativos detectaron la presencia de saponinas, como por ejemplo en Justicia
adathoda, Justicia gendarussa, Justicia neesii y Justicia tranquebariesis (Basit et al, 2022;
Nibalvos et al, 2019; Akilandeswari et al, 2001).



No obstante, las saponinas esteroidicas se dan preferentemente en las familias de
monocotiledoneas, como por ejemplo en Liliaceae y Dioscoreaceae, mientras que las
saponinas triterpénicas son abundantes en muchas familias de dicotiledoneas, como en:
Cariophyllaceae, Polygalaceae, Fabaceae, Apiaceae y Araliaceae, entre otras (Luengo M,
2001).

8.2.6 Capacidad antioxidante

A través de investigaciones se ha demostrado que las diferentes partes morfoldgicas de las
plantas presentan distintos tipos y cantidades de metabolitos secundarios con capacidad
antioxidante, ademas este factor guarda relacion con la polaridad de la solucién de los
extractos, siendo el metanol el disolvente puro mas eficiente para la extraccion de este tipo

de compuestos (Boeing et al, 2014).

Existe una gran diferencia entre antirradical y antioxidante, segun Tirzitis y Bartosz (2010)
la actividad antirradical caracteriza la capacidad de los compuestos para reaccionar con los
radicales libres, pero la capacidad antioxidante representa la inhibicion del proceso de

oxidacion.

En las pruebas de ABTSe+ y DPPHe la capacidad antioxidante fue variada seglin la parte
morfolégica de la planta; en los extractos metanolicos de las hojas y flores indicaron una
mayor capacidad antioxidante, mientras que, en los extractos de acetato de etilo, debido a su

polaridad media, mostraron una capacidad antioxidante inferior.

Los factores que intervienen con la diferencia de los resultados entre estos dos métodos, se
explican por el tiempo de exposicion, ya que en el caso de DPPHe los extractos reaccionaron
por 60 min en la oscuridad con el radical, mientras que en ABTSe+ el radical alcanzé su
estado estacionario en 5 min. En el método ABTSe+ se puede medir la actividad de
compuestos hidrofilicos y lipofilicos, mientras que en DPPH+ sélo puede disolverse en
medios organicos, por lo que mide preferentemente la capacidad antioxidante de compuestos
pocos polares (Mercado et al, 2011).



Ambas técnicas mostraron una relacion directa en los resultados, manteniendo el mismo
orden referente a la capacidad antioxidante en los extractos metandlicos HM>FM>TM;
mientras que, en los extractos de acetato de etilo, TA fue el mayor para ambas metodologias
demostrando que podria haber mayor cantidad de compuestos antioxidantes de polaridad

intermedia en esta parte morfoldgica de la planta.

Los resultados de las pruebas DPPHe y ABTSe+ evidenciaron que el extracto con mayor
capacidad antioxidante fue el de hojas metanol (ABTS<+: 80.76 mgET/g, DPPHe: 30.68 mg
ET/g); sin embargo, en el estudio de Baqueiro y Guerrero (2017), donde ocuparon las hojas
deshidratadas de Justicia spicigera en extractos de etanol-agua (30/70), mostraron valores
inferiores a los del presente estudio con una diferencia del 50.66 % en ABTSe+y 25.28 %
para DPPHe.

Los analisis de correlacion de la capacidad antioxidante de ABTSe+ mostraron una relacion
relativamente débil con antocianinas; quizas se pudo deber a la técnica implicada para la
cuantificacion de estos metabolitos; con taninos también tuvo una relacion relativamente
débil, probablemente influy6 la concentracidn baja que presentaron los extractos para este
compuesto; con flavonoides la relacion fue relativamente debil, su baja contribucion en la
actividad antioxidante medida por ABTSe+ sugiere que deben existir otros compuestos que

impacten de manera mas significativa.

ABTSe+y DPPHe presentaron una relacion moderadamente fuerte con fenoles, lo que indica
que la capacidad antioxidante esta mayoritariamente influenciada por estos compuestos. La
correlacion entre DPPHe con taninos, flavonoides, antocianinas fue relativamente débil,
indicando que no hay un impacto significativo en la capacidad antioxidante por estos tipos
de metabolitos.

8.3 Kaempferitrina aislada del extracto de Justicia spicigera

La kaempferitrina proviene de la ruta metabolica de los flavonoides de las plantas, se le han
realizado estudios en la salud humana donde funge como agente de preservacion de la
densidad 0Osea, agente hipoglucemiante, inmunomodulador, agente antiinflamatorio, agente

antineoplasico, inductor de apoptosis y antidepresivo (Periferakis et al, 2022). Estudios



fitogquimicos han confirmado la presencia de este compuesto aislado sobre todo en las partes
aéreas de las plantas, en Justicia spicigera se ha detectado en extractos hidroalcohodlicos y
acuosos de hojas (Girdn, 2015, Gonzélez et al, 2017).

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos fendlicos procedentes del metabolismo
secundario; son pigmentos hidrosolubles que se encuentran en las vacuolas y membranas
vegetales, se presentan tanto en estado libre como unidos a azlcares; y son responsables de
la gama de colores amarillo, naranja, rojo, blanco y violeta de las flores. A los flavonoides
que se encuentran libres se le llaman agliconas flavonoides y como glicésidos que pueden
estar unidos a una o varias cadenas de carbohidratos (Delgado y Romo, 2015), el compuesto
aislado, el aglicon flavonoide es el kaempferol y glicosilado es la kaempferitrina que esta
unida a dos unidades de rhamnosa en las posiciones 7,3. Por otro lado, segun la literatura, los
glicdésidos pueden ser de dos clases, O-glucésidos, de carbohidratos ligados a través de los
atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) o a través de los enlaces carbono-carbono C-
glicosidos (Delgado y Romo, 2015). Bajo esta definicion el compuesto aislado es un O-
glicosido ya que esta unido al flavonoide kaempferol por enlaces de oxigenos de los azucares
de la posicién 1 de la ramnosa. Otra caracteristica de los flavonoides es que sus propiedades
fisicas dependen de la forma en el que se encuentre (libre o glicosilado) ademaés la solubilidad
de estos dependen del nimero o la clase de sustituyentes, por lo tanto los glicésidos y
antocianinas son los mas solubles en agua y alcohol, esto fue observado por el proceso de
extraccion, donde se observo que la mayor cantidad de compuestos fendlicos se entraron en

metanol y como consecuencia se observo mayor actividad antioxidante en esos extractos.

A nivel de la fisiologia vegetal, se sabe que los flavonoides se sintetizan en todas las plantas
del taxon en briofitas y algunas algas, aunque comparten la via biosintética central, poseen
una gran variabilidad en la composicion quimica de sus productos finales, y los mecanismos
de regulacion de su biosintesis, por lo tanto, la composicion y concentracién de flavonoides

es muy variable entre especies y en respuesta al ambiente.



Dicha sintesis se lleva a cabo en el citoplasma y luego migran a las vacuolas celulares, sus
funciones més importantes de estos en las plantas son (Schilbert et al, 2021, Aguilar-
Laurents, 2015):

e Proteccion ante la luz UV 280 y 315 nm

o Defensa ante herbivoros

e Atraccion de polinizadores

e Atraccion de presas (en plantas carnivoras)

e Estimulacién de bacterias Rhizodum, y reabsorcion de nutrientes minerales en hojas

en envejecimiento.

En el caso puntual de la kaempferitrina, su acumulacion esta ligada a la via biosintética de
fenilpropanoide y puede variar en los diferentes 6rganos de la planta, por ejemplo, en un
estudio donde se analizé el almacenamiento de este flavonoide en las distintas partes
morfologicas de Hibiscus cannabinus, los genes investigados se expresaron en niveles muy
bajos en las raices, mientras que cada gen mostré diferentes patrones de expresion en
diferentes dérganos, a partir de un analisis de compuestos, observaron que las hojas son
quienes contienen grandes cantidades de kaempferitrina (Zhao et al, 2014). Las enzimas
implicadas en la biosintesis de algunos otros glucésidos de kaempferol son de naturaleza mas
restringida y, por lo tanto, estos glucésidos s6lo seran sintetizados por especies vegetales con
la informacion genética necesaria para codificar dichas enzimas. El aglicon kaempferol es
muy comun, por lo que se ha identificado en las divisiones Pteridophyta, Pinophyta y
Magnoliophyta, esta ultima es la division que abarca las plantas con flores, y dentro de este
grupo se ha identificado kaempferol tanto en Magnoliopsida (Dicotiledéneas) y Liliopsida
(Monocotiledoneas) (Calderon et al, 2011), asi como también en varias especies de plantas
con propiedades medicinales (Yang et al, 2008). Algunas propiedades biologicas que se le
atribuyen a la kaempferitrina, son antioxidantes, antiinflamatorias, anticonvulsivas,
antiosteoporoticas, antidepresivas, antihelminticas, inmunoestimuladoras y natriuréticas, asi

como también inhibe la proliferacion celular y la apoptosis (Patel, 2021).



8.4 Estudio biologico

8.4.1 Capacidad hemolitica

El eritrocito fue elegido como modelo in vitro, la ausencia de organulos internos hace que
sean el modelo celular mas simple disponible, por lo cual, son el sistema de membrana celular
mas popular para verificar sus posibles interacciones y se consideran representativos de la
membrana plasmatica en general (Magalhées et al., 2009, Svetina et al., 2004). Los lipidos
que la componen son la primera entidad celular que entra en contacto con otras células, asi
como con moléculas y materia extracelular (Vahedi et al., 2020), se encuentran de manera
asimétrica estratégicamente, debido a que tienen implicaciones importantes para la funcion
celular, ademas de intervenir en una variedad de procesos, incluida la apoptosis, la division

celular y la coagulacion de la sangre.

En los resultados de la capacidad hemolitica se puede apreciar que los extractos con mayor
toxicidad para los eritrocitos fueron en acetato de etilo, pues se ocuparon concentraciones
mas bajas que las utilizadas en los extractos metandlicos. Esto podria indicar que existe la
probabilidad de que en este disolvente se encuentren mas metabolitos que no fueron
identificados, pues la incorporacion de estos extractos en la suspensién con eritrocitos pudo
causar alteraciones conformacionales en las proteinas o lipidos del citoesqueleto de
membrana, asi como también cambios en la viscosidad interna de las células provocando su
hemolisis (He et al., 2009).

Diversas investigaciones han corroborado efectos benéficos que desempefian los polifenoles
en el organismo o en pruebas in vitro; sin embargo, muy pocos estudios hablan sobre el abuso
de estos componentes, que podrian provocar efectos adversos en células, como la accidn
prooxidativa generada por una dosis elevada de los componentes concentrados en el extracto
empleado (Herrera., 2020), esto podria ocasionar alteraciones en las membranas de los

eritrocitos.

De todas las muestras, TA fue quién presentdé mayor toxicidad para los eritrocitos, también
fue quién exhibid6 mayores concentraciones de compuestos fendlicos y capacidad

antioxidante, lo cual podria indicar que los tallos en acetato de etilo, contienen mas



compuestos de polaridad media, como compuestos derivados de los isoprenoides (Yam,

2013) que pudieron influir en la lisis de los eritrocitos.

En estudios de extractos de J. spicigera donde se identifico la kaempferitrina, se demostrd
que este flavonoide posee efectos citotdxicos contra las células HeLa (IC50%45 mM) (Castro
et al, 2013); se ha comprobado que la kaempferitrina posee efectos sinérgicos junto con otros
flavonoides (Campbell et al, 2006), su actividad antiproliferativa y otros efectos son mas
potentes en extractos crudos que en los compuestos aislados (Gilbert y Alves, 2003). La
presencia de este compuesto pudo haber influido para el rompimiento de la membrana del
eritrocito, debido a que se encontrd su presencia en el extracto de hojas en metanol a través
de RNM; de acuerdo a diferentes estudios en plantas, se ha demostrado que la kaempferitrina
puede estar presente en hojas, flores y tallos (Zhao et al, 2014), incluso podria estar presente

en los extractos de acetato de etilo, por las caracteristicas que tiene este disolvente.

A pesar de que no se encontrd presencia de saponinas con la metodologia empleada, no
significa que no pueda estar presente en los extractos, pues como anteriormente se menciond,
en otros estudios de J. spicigera se ha encontrado presente este metabolito, razon por la cual
pudieron haber contribuido en la lisis de la célula, porque las saponinas interactian con los
esteroles de la membrana celular, originando un incremento en la permeabilidad y
eventualmente en la formacion de poros originando el escape de los contenidos celulares
(Alkazar, 2016).

Investigaciones confirman que J. spicigera contiene antocianinas, (Baqueiro 2017), estas
prefieren solventes polares, por lo que probablemente se encuentren méas en los extractos
metanolicos, los cuales expresaron menor efecto hemolitico, esto concuerda con el estudio
de la planta Trema orientalis donde se utilizé un extracto rico en antocianinas que manifesto

un efecto antihemolitico (Mpiana et al, 2011).

La evaluacion del potencial de toxicidad de nuevas moléculas y formulaciones para uso
humano es fundamental, por lo que se ha vuelto importante establecer nuevos enfoques para
la deteccion temprana de posibles candidatos a productos cosmeéticos y farmacéuticos (Ahuja
y Sharma, 2014).



La correlacion entre hemolisis y flavonoides es relativamente débil, varios estudios han
reportado que algunos tipos de flavonoides hidrofobicos, actlan inhibiendo el efecto
hemolitico, tienen efectos beneficiosos en la prevencion del dafio oxidativo de las membranas
celulares (Asgary et al, 2005). Se realiz6 una investigacion donde se comprobd que los
fenoles tuvieron efectos citotdxicos en una linea celular de leucemia murina (Fujisawa y
Kadoma, 2012) sin embargo, en el estudio estadistico, la correlacion con fenoles y
antocianinas fue relativamente débil, lo que puede indicar que estos compuestos no

contribuyeron en la ruptura de los eritrocitos de manera significativa.

Por otro lado, la correlacion entre hemolisis y ABTSe+ fue moderadamente fuerte, indicando
que tal vez algunos compuestos antioxidantes de naturaleza lipofilica e hidrofilica influyeron
en el efecto hemolitico; mientras que la correlacion con DPPH- fue relativamente débil, lo
que se podria deber que los compuestos de media polaridad no influyeron tanto en el efecto
citotoxico del eritrocito. Con respecto a los taninos, mostré una relacion inversa
moderadamente fuerte, indicando que a mayor concentracion de taninos menor ruptura de
eritrocitos habra; no obstante, atin no existen los suficientes estudios que corroboren si los

taninos tienen efecto hemolitico o algun efecto citotdxico (Ortega et al, 2016) (anexos 2).



CONCLUSION

En los extractos metandlicos y de acetato de etilo se pudieron identificar taninos,
flavonoides, fenoles, antocianinas, capacidad antioxidante y actividad hemolitica.
Todos los extractos presentaron taninos condensados en bajas cantidades, siendo FA
quién mostré mayor concentracion.

Se encontraron flavonoides en cada extracto, siendo TM quién tuvo el valor mas alto.
Los extractos de Justicia spicigera presentaron compuestos fenolicos, cuya
concentracion dependié de la parte morfoldgica y el disolvente utilizado.

Los extractos presentaron bajas cantidades de antocianinas.

No se detectaron saponinas en ninguno de los extractos con la metodologia empleada.
Todos los extractos mostraron capacidad antioxidante, siendo la técnica ABTSe+ la
que presento los valores mas altos, donde el extracto HM fue superior a todos los
demas.

Los extractos de acetato de etilo fueron mas toxicos para los eritrocitos que los
extractos metandlicos; siendo FA el que presenté mayor efecto hemolitico.

Los extractos de Justicia spicigera mostraron efecto citotoxico dosis dependiente
sobre eritrocitos.

La kaempferitrina estuvo presente en la fraccion 5 del extracto metandlico de hojas.
Se presentd correlacion moderadamente fuerte entre la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles totales.

Se encontro una correlacion moderadamente fuerte entre fenoles y hemdlisis.
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Tablal  Correlaciones hemolisis y metabolitos secundarios
Correlacion Ecuacion Coeficiente de Nivel de
Extractos correlacion correlacion
ABTS*+ vs ABTS = 20.6306 + 2.13783*DPPH | 0.804529 Moderadamente
DPPH- fuerte
ABTSe+ vs ABTS = 2.60435 + 0.726361 Moderadamente
Fenoles 0.986636*FENOLES fuerte
ABTSe+ vs ABTS =54.7128 - -0.242124 Relativamente
Taninos 87.7926*TANINOS débil
ABTSe+ vs ABTS =19.9851 + 0.697689 Moderadamente
Hemodlisis 0.132011*HEMOLISIS fuerte
DPPHe vs DPPH =-2.53366 + 0.624526 Moderadamente
Fenoles 0.319245*FENOLES fuerte
DPPHe vs DPPH =12.7785 - -0.119246 Relativamente
Taninos 16.2717*TANINOS débil
DPPHe vs HEMOLISIS = 146.609 + 0.210212 Relativamente
Hemodlisis 2.95216*DPPH débil
Fenoles vs FENOLES = 41.0975 + 0.00308808 Relativamente
Taninos 0.204757*TANINOS débil
Flavonoides vs FLAVONOIDES =2.21103 + 0.844343 Moderadamente
Taninos 168.774*TANINOS fuerte
Flavonoides vs FLAVONOIDES = 23.4452 + 0.00975118 Relativamente
Fenoles 0.00730175*FENOLES débil
Flavonoides vs FLAVONOIDES = 24.3524 - -0.0252049 Relativamente
ABTSe+ 0.0138947*ABTS débil
Flavonoides vs FLAVONOIDES =21.2912 + 0.156705 Relativamente
DPPH- 0.229551*DPPH débil
Correlacién Ecuacion Coeficiente de Nivel de correlacion
hemolisis correlacion
Hem6lisis VS HEMOLISIS HM = 420.721 -0.419521 Relativamente débil
Flavonoides HM - 6.80022*FLAV. HM
Hemolisis VS HEMOLISIS FM = 479.9 - -0.17921 Relativamente débil
Flavonoides FM 0.97329*FLAV FM
Hemdlisis VS HEMOLISIS TM = 263.679 -0.915619 Relativamente fuerte
Flavonoides TM - 15.7475*FLAV TM
Hemdlisis VS HEMOLISIS HA =134.294 -0.927027 Relativamente fuerte
Flavonoides HA - L76776*FLAV HA
Hemdlisis VS HEMOLISIS FA = 133.968 - -0.371395 Relativamente débil
Flavonoides FA 1.50367*FLAV FA
Hemdlisis VS HEMOLISIS TA =135.623 -0.718703 Moderadamente fuerte
Flavonoides TA - 2.78756*FLAV TA
Hemdlisis VS Taninos HEMOLISIS HM = - 0.268169 Relativamente débil
HM 89.3058 + 2150.77*Taninos
HM




Hemolisis VS Taninos HEMOLISIS FM = 835.846 -0.825302 Moderadamente
M - 5106.3*TANINOS FM fuerte
Hemdlisis VS Taninos HEMOLISIS TM = 186.613 -0.353502 Relativamente débil
™ - 726.234*TANINOS TM
Hemolisis VS Taninos HEMOLISIS HA = -311.576 0.511692 Moderadamente
HA +1927.07*TANINOS HA fuerte
Hemolisis VS Taninos HEMOLISIS FA =-80.1388 0.553974 Moderadamente
FA + 643.596*TANINOS FA fuerte
Hemdlisis VS Taninos HEMOLISIS TA =107.283 -0.0650743 Relativamente débil
TA - 119.487*TANINOS TA
Hemolisis VS Fenoles | HEMOLISIS HM = - 0.427958 Relativamente débil
HM 286.261 +
8.42994*FENOLES HM
Hemolisis VS Fenoles HEMOLISIS FM = -68.9915 0.776091 Moderadamente
EM +9.40757*FENOLES FM fuerte
Hemolisis VS Fenoles HEMOLISIS TM = 226.636 -0.523913 Moderadamente
™ - 3.91035*FENOLES TM fuerte
Hemolisis VS Fenoles HEMOLISIS HA = 180.967 -0.639102 Moderadamente
HA - 3.7675*FENOLES HA fuerte
Hemolisis VS Fenoles HEMOLISIS FA =-21.3008 0.988098 Relativamente
FA +2.61323*FENOLES FA fuerte
Hemolisis VS Fenoles HEMOLISIS TA = 448.777 -0.738797 Moderadamente
TA - 5.42471*FENOLES TA fuerte
Hemélisis VS DPPH HEMOLISIS HM = 10.6074 0.84593 Moderadamente
HM +5.64644*DPPH HM fuerte
Hemb6lisis VS DPPH HEMOLISIS FM = 487.407 -0.695557 Moderadamente
EM - 1.72386*DPPH FM fuerte
Hemolisis VS DPPH HEMOLISIS TM = 176.063 -0.0737236 Relativamente débil
™ - 0.142787*DPPH TM
Hemolisis VS DPPH HEMOLISIS HA = 86.9502 -0.118921 Relativamente débil
HA - 0.110724*DPPH HA
Hemolisis VS DPPH HEMOLISIS FA = 60.6519 0.205407 Relativamente débil
FA +0.597447*DPPHFA
Hemolisis VS DPPH HEMOLISIS TA =77.654 + 0.993977 Relativamente
TA 1.28035*DPPH TA fuerte
Hemolisis VS ABTS HEMOLISIS HM = 1282.91 -0.268169 Relativamente débil
HM - 13.6082*ABTS HM
Hemélisis VS ABTS HEMOLISIS FM = 2881.45 -0.432386 Relativamente débil
EM - 31.0424*ABTS FM
Hemélisis VS ABTS HEMOLISIS TM = 851.136 -0.935434 Relativamente
™ - 35.9722*ABTS T™M fuerte
Hemélisis VS ABTS HEMOLISIS HA = 137.494 -0.31449 Relativamente débil
HA - 2.1932*ABTS HA
Hemélisis VS ABTS HEMOLISIS FA = 208.125 - -0.60534 Moderadamente
FA 6.48988*ABTS FA fuerte
Hemdlisis VS ABTS HEMOLISIS TA = 46.2889 0.12468 Relativamente débil

TA

+1.21475*ABTS TA




Hemodlisis VS HEMOLISIS HM = 211.928 -0.639166 Moderadamente
Antocianinas HM - fuerte
177.207*ANTOCIANINAS
HM
Hemdlisis VS HEMOLISIS FM = 528.362 -0.884629 Moderadamente
Antocianinas FM - fuerte
264.035*ANTOCIANINAS
FM
Hemodlisis VS HEMOLISIS TM = 175.316 0.956145 Relativamente
Antocianinas TM + fuerte
61.0655*ANTOCIANINAS
™
Hemolisis VS HEMOLISIS HA = 86.8384 0.0257876 Relativamente débil
Antocianinas HA +
0.154587*ANTOCIANINAS
HA
Hemodlisis VS HEMOLISIS FA = 60.854 + 0.886078 Moderadamente
Antocianinas FA 'l:(i;8018*ANTOCIANINAS fuerte
Hemélisis VS HEMOLISIS TA = 90.1664 0.43069 Relativamente débil

Antocianinas TA

+
2.53851*ANTOCIANINAS
TA
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