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Resumen
El Tatachinole Tournefortia hartwegiana Steud., es una planta ampliamente utilizada en la
medicina tradicional para el tratamiento de dolores reumaticos, diabetes e infecciones de las vias
urinarias. El objetivo de esta investigacion fue conocer los principales grupos de metabolitos
secundarios que contiene la especie, evaluar la actividad antibacteriana y toxicidad in vitro. Se
determind el perfil de metabolitos secundarios que posee la especie mediante extractos
metandlicos y fraccionamiento bioguiado con solventes de polaridad creciente, se evalud la
actividad antibacteriana por dilucién en agar y la accion citotoxica in vitro en el crustaceo
Artemia salina (L., 1758). Los analisis fitoquimicos de los extractos metandélicos de hoja y raiz
mediante reacciones en tubo y cromatografia en capa fina indican la presencia de compuestos
fenodlicos, taninos, flavonoides y terpenos en ambas partes de la planta y ausencia de alcaloides
y saponinas. Las fracciones hexanica y cloroférmica de hojas y cloroférmica de raiz mostraron
ademaés presencia de alcaloides en reacciones en tubo y TLC. La CMI del extracto metandlico
de raiz (EMR) y hojas (EMH) es de 5 mg/mL y 5 mg/mL para E. coli ATCC 25922 y de 5
mg/mL y 5 mg/mL para S. aureus ATCC25923, respectivamente. La fraccion de acetato de etilo
de raiz (FAER) mostrd la mas baja CMI para las dos cepas con 2.5 mg/mL para E. coli ATCC
25922 y 0.625 mg/mL para S. aureus ATCC25923. El bioensayo de toxicidad en A. salina
mostrd que los extractos metandlicos de hoja y raiz asi como las fracciones hexanica,
cloroférmica, acetato de etilo y acuosa, son no toxicas o relativamente inocuas al ser

suministradas a una concentracién de 2,000 pg/mL.

Palabras clave: Boraginaceae, plantas medicinales, etnobotanica, actividad antibacteriana,
metabolitos secundarios.



Abstract
Tatachinole Tournefortia hartwegiana Steud., is a plant widely used in traditional medicine for
the treatment of rheumatic pain, diabetes, and urinary tract infections. The aim this research was
to know the main groups of secondary metabolites contained in the species, evaluate the
antibacterial activity and in vitro toxicity. The profile secondary metabolites that the species
possesses was determined by means of methanolic extracts and bioguided fractionation with
solvents of increasing polarity, the antibacterial activity was evaluated by dilution in agar and
the cytotoxic action in vitro in the crustacean Artemia salina (L., 1758). The phytochemical
analysis of the methanolic extracts of leaves and roots by means of tube reactions and thin layer
chromatography indicate the presence of phenolic compounds, tannins, flavonoids and terpenes
in both parts of the plant and the absence of alkaloids and saponins. The hexanic and
chloroformic fractions of the leaves and chloroformic of roots also showed the presence of
alkaloids in tube and TLC reactions. The MIC of the methanolic extract of roots (EMR) and
leaves (EMH) is 5mg/mL and 5mg/mL for E. coli ATCC 25922 and 5mg/mL and 5mg/mL for
S. aureus ATCC25923 respectively; The root ethyl acetate fraction (FAER) showed the lowest
MIC for the two strains with 2.5 mg/mL for E. coli ATCC 25922 and 0.625 mg/mL for S. aureus
ATCC25923. The bioassay of toxicity in A. salina showed that the methanolic extracts of leaves
and roots, as well as the fractions hexanic, chloroformic, ethyl acetate and aqueous, are non-

toxic or relatively innocuous when supplied at a concentration of 2,000 pg/mL.

Keywords: Boraginaceae, medicinal plants, ethnobotany, antibacterial activity, secondary
metabolites



. INTRODUCCION

Las plantas son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional a nivel mundial, se
estima que un 80% de su uso es para satisfacer las necesidades de atencidn primaria en salud.
Segun las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud publicadas en su Estrategia sobre
medicina tradicional 2014-2023 (OMS, 2013), en la ultima década (2002-2013) ha ido en
aumento el interés de diversos sectores por la medicina tradicional tanto en paises en vias de
desarrollo como en los desarrollados, lo que ha generado un incremento de los mercados
nacionales e internacionales de las hierbas medicinales; Newman y Cragg (2020), reportaron
que en los ultimos cuarenta afios, 929 de 1,881 nuevos medicamentos aprobados en EEUU
tienen un origen natural, y otros 952 medicamentos, aunque clasificados como sintéticos, poseen
farmacdforos naturales o moléculas que imitan un producto natural. Las predicciones del
mercado indicaban que el mercado mundial de medicamentos botanicos y de origen vegetal
creceria de 29.400 millones de dodlares en 2017 a alrededor de 39.600 millones de dodlares en
2022, con una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 6.1% durante el periodo 2017-

2022 (D'Amelia et al., 2021).

A nivel mundial existen reportes del uso generalizado de plantas como el ajo (Allium
sativum), la guayaba (Psidium guajava) y la granada (Punica granatum) como remedio
tradicional para afecciones del sistema digestivo, incluyendo parasitos, diarrea y malestar
estomacal. Estas tres plantas cuentan con un total de 328 registros en la Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana que las avalan como opciones primarias para abordar dichos

problemas en México (UNAM, 2009).

México es un pais con una gran riqueza floristica, se estima que 4,500 especies de plantas

con flores (alrededor del 15% de la flora total) cuentan con atributos medicinales, lo que

3



equivale a aproximadamente una de cada siete especies. No obstante, se estima que solo el 11%
de estas especies ha sido sometido a validacion quimica, el 2.6% de forma biodirigida y sélo el
1.69% con estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos (Aguiar-Herndndez et al., 2016; Reyes

Munguia et al., 2017).

Las medicinas indigenas y tradicionales utilizan ampliamente productos naturales y
proporcionan mas de la mitad de todos los medicamentos que se consumen hoy en dia en todo
el mundo (Shedoeva et al., 2019). Los estudios cientificos sobre especies vegetales permiten
dilucidar los componentes quimicos activos responsables de las propiedades medicinales,
farmacologicas, antibacterianas, antioxidantes y diversas actividades bioldgicas (Sharma et al.,

2017).

A nivel mundial, la resistencia a los antimicrobianos es un grave problema que causa
7,000,000 de muertes al afio, se estima que para 2050 cause aproximadamente 10 millones de
muertes anuales en todo el mundo si aumenta al ritmo actual (Hermsen et al., 2020). Aunque se
han logrado avances significativos en la investigacién microbiolégica y en el control de muchas
enfermedades causadas por organismos infecciosos como las bacterias, se esta reconsiderando
que lainvestigacion de plantas medicinales utilizando tecnologias de vanguardia, sea un enfoque
viable para descubrir nuevos agentes bioactivos para resolver problemas generalizados de salud

publica (Sharma et al., 2017).

Tournefortia hartwegiana (Heliotropiaceae) es una especie regional del estado de
Sinaloa, México, que se conoce comunmente como Tatachinole o Tachinole, ha sido utilizada
ampliamente en la medicina tradicional por muchos afios para tratar una variedad de afecciones,
incluyendo dolores reumaticos, diabetes e infecciones del tracto urinario. Entre las comunidades

indigenas, como los mayos en las regiones norte de Sinaloa y sur de Sonora, la raiz de esta planta
4



ha sido un recurso valioso en el manejo de dolencias como los dolores reumaticos. Ademas, se
emplea para elaborar infusiones a partir de la raiz cruda para aliviar cdlculos renales y malestares
en los rifiones, y las hojas se utilizan de manera tdpica en el tratamiento de llagas de lenta
cicatrizacion (Yetman y Van Devender, 2002; Diaz, 2020); sin embargo, posee escasos estudios

sobre su quimica, usos y de actividad antibacteriana y toxicoldgica.

Por lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo principal evaluar la actividad
antibacteriana de Tournefortia hartwegiana. Esta investigacion busca contribuir al constante
avance del entendimiento en torno a las aplicaciones farmacoldgicas y terapéuticas de las plantas
medicinales autoctonas de la region. Asimismo, se propone generar informacion relevante
destinada a impulsar futuros avances en los campos de la medicina tradicional y la farmacologia

moderna.



II. ANTECEDENTES

2.1 Género Tournefortia

El género Tournefortia, confinado a las regiones tropicales de América, representa un
desafio taxonémico debido a su diversidad. Con aproximadamente 100 especies en su haber, de
las cuales 30 estan presentes en México, este género exhibe una amplia variacion morfologica.
Esta variabilidad se refleja en los numerosos epitetos asignados y en los sinénimos taxonémicos
relacionados. Las diferencias en las especies de Tournefortia se manifiestan en caracteristicas
como la forma y el tamafio de las hojas, las dimensiones de las inflorescencias y el tipo de

pubescencia en sus partes vegetativas (Patifio-Siciliano, 2020).

2.1.1 Tournefortia hartwegiana

Un miembro notable de Tournefortia es la especie T. hartwegiana Steud., cominmente
conocida como Tatachinole o Tachinole. Este arbusto o hierba, con tallos asperos que varian de
verde tierno a café grisaceo en la madurez, presenta hojas alternas, pubescentes, ovadas o
lanceoladas, con margenes lisos u ondulados y apices agudos o acuminados. Las flores tubulares
de color blanco se agrupan en cimas escorpioides, que con el tiempo dan lugar a pequefias bayas
jugosas, de tonalidad blanca o translicida. También conocida como hierba rasposa, nigua, perlas
y tlachichinoa, la T. hartwegiana puede sufrir de infestacion por insectos en sus frutos, alterando
su desarrollo y comprometiendo sus poblaciones de manera significativa (Figura 1) (Patifio-
Siciliano, 2020).

Se clasifica taxondmicamente dentro del Orden Boraginales, Familia Heliotropiaceae,

Género Tournefortia L., Especie Tournefortia hartwegiana Steud. (GBIF, 2023).



Figura 1. Especimenes de Tournefortia hartwegiana Steud.

2.2 Usos tradicionales y distribucion natural

Tournefortia hartwegiana ocupa un lugar prominente en la medicina tradicional, donde
se la utiliza para tratar dolores reumaticos, diabetes e infecciones del tracto urinario. Las
comunidades mayo del norte de Sinaloa y sur de Sonora emplean la raiz de esta planta para
preparar lavados aliviadores de reumatismo, asi como infusiones de la raiz cruda que se cree
benefician los rifiones. Ademas, las hojas de la T. hartwegiana son aplicadas sobre llagas de
cicatrizacion complicada. Especie que se distribuye desde el noreste de México hasta Nicaragua,
en su entorno natural, prospera en diversos habitats, desde las zonas costeras hasta las
elevaciones medias de las sierras. Se encuentra en matorrales xerofilos, bosques espinosos,
bosques tropicales caducifolios, ademas en orillas de caminos, arroyos y cuerpos de agua,

incluso en espacios baldios (Diaz, 2020; Patifio-Siciliano, 2020; Moran-Palacio et al., 2014).



2.3 Etnoboténica

La etnobotanica, término derivado de "etno” (estudio de personas) y "botanica™ (estudio
de plantas), se enfoca en analizar las interacciones y relaciones entre seres humanos y vegetacion
a lo largo del tiempo y el espacio. Esta disciplina puede resumirse en cuatro palabras: humanos,
plantas, interacciones y uso. El enfoque moderno de la etnobotanica proviene de la definicion
de Aumeerudy (1996) y arraiga sus fundamentos en la botanica. Ademas, existe una intima
relacion entre la medicina y la botanica, dado que numerosos medicamentos modernos tienen

origen vegetal (Qureshi et al., 2007; Rahman et al., 2019).

2.4 Medicina tradicional

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la medicina tradicional como "el
cumulo de conocimientos, destrezas y practicas basadas en teorias, creencias y experiencias
autoctonas de diversas culturas, que pueden explicarse o no, y que se emplean en el
mantenimiento de la salud, asi como en la prevencién, diagndstico, mejora o tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales" (OMS, 2000).

Los métodos ancestrales para tratar dolencias, arraigados en antiguas sociedades, se
categorizan hoy como medicina complementaria. Los términos "medicina complementaria”,
"alternativa™ o "no convencional™ se utilizan de manera intercambiable con medicina tradicional

en algunos paises (OMS, 2020; OMS, 2000).

2.5 Uso historico de plantas en diferentes culturas
Aungue la medicina griega y la egipcia se exploran principalmente desde una perspectiva

historica, la medicina tradicional china (MTC) y el Ayurveda de la India perduran como



sistemas de salud antiquisimos, con méas de dos milenios de historia. Las plantas constituyen los
materiales medicinales esenciales en ambos sistemas (Jaiswal et al., 2016).

La farmacologia ayurvédica incorpora preparaciones herbarias segun el tipo de dosha o
desequilibrio. Muchas hierbas culinarias también se utilizan para aliviar afecciones menores.
Por ejemplo, la alfalfa actia como antiinflamatorio en casos de cidtica, mientras que el Aloe
vera se emplea como tonico hepético que contribuye a equilibrar las tres bioenergias o doshas
presentes en el cuerpo: Vata, Pitta y Kapha. Cualquier alteracion en este equilibrio se considera
un signo de enfermedad, resaltando asi la importancia de entender este concepto para apreciar
la teoria y la practica del ayurveda. Este sistema se enfoca en terapias preventivas y curativas,
junto con métodos de limpieza y rejuvenecimiento para fomentar el bienestar general (Shankar
y Liao, 2004).

En China, se ha acumulado una valiosa experiencia a partir de las practicas de la
medicina tradicional en diversas regiones. Las plantas medicinales y sus derivados procesados
se aplican ampliamente en el &mbito clinico bajo la guia de la teoria de la medicina tradicional
china. La Farmacopea China (edicion de 2015) registra un total de 644 especies de plantas

medicinales (Jaiswal et al., 2016).

2.6 Medicina tradicional en México

La Medicina Tradicional Mexicana (MTM), arraigada en la cultura precolombina del
pais, comparte caracteristicas con otras practicas de América Central y América Latina
(Martinez, 2009). La diversidad de flora en México, compuesta por aproximadamente 30,000
especies de plantas vasculares, ha sido utilizada en la medicina tradicional gracias a

conocimientos heredados y refinados a lo largo de los tiempos. Ejemplos como los cddices Cruz-



Badiano y Florentino resaltan el uso ancestral de plantas para tratamientos medicinales,
incluyendo afecciones infecciosas como la diarrea. Estas précticas perduran en comunidades
geogréficamente aisladas o areas con acceso limitado a servicios de salud (Calzada y Bautista,
2020).

A finales del siglo XX, la OMS reconoci6 la importancia de la medicina tradicional en
paises con culturas originarias como China, India y México, donde amplias franjas de la
poblacion, especialmente las de escasos recursos, hacen uso de esta. Esto motivo al gobierno
mexicano, a través de la Secretaria de Salud, a reconocer oficialmente la medicina tradicional y
a fomentar su uso (Avila-Uribe et al., 2016).

Recientemente, el conocimiento sobre el uso de plantas en la medicina tradicional ha
suscitado un creciente interés para la obtencion de productos farmacéuticos mas eficaces (Getti
et al., 2009). Mexico, con su biodiversidad excepcionalmente rica y poco explorada, destaca al
tener alrededor de 7,000 especies vegetales ampliamente empleadas en la medicina tradicional,
de las cuales 800 se reconocen como plantas medicinales en el sur del pais (Getti et al., 2009).

En Mexico, el termino "medicina tradicional™ engloba diversas expresiones, como
medicina tradicional indigena, medicina popular, medicina paralela, medicina indigena,
medicina natural, medicina herbolaria y etnomedicina, entre otros (CONABIO, 2020).

En el pais, aproximadamente 4,000 especies de plantas con flores (alrededor del 15% de
la flora total) cuentan con atributos medicinales, lo que equivale a aproximadamente una de
cada siete especies. No obstante, se estima que solo el 5% de estas especies ha sido sometido a
validacion quimica, farmacoldgica y biomédica de sus principios activos (Aguiar-Hernandez et
al., 2016).

Los estudios etnobotanicos en México han revelado ventajas de las plantas empleadas

por curanderos tradicionales para tratar principalmente trastornos del tracto digestivo y
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respiratorio. Muchas de estas especies vegetales poseen propiedades bactericidas,
antiinflamatorias, antivirales, antipiréticas, insecticidas y fungicidas. Ademas, se ha
documentado que diversas especies contienen sustancias activas eficaces contra numerosas

enfermedades actuales (Miranda-Cruz et al., 2012).

2.7 Familias de plantas con atributos medicinales

Dentro de la herbologia mexicana, el nopal (Opuntia ficus-indica) destaca como un
componente principal. Este cactus prospera en todo México, encontrando su mayor abundancia
en las regiones &ridas y semiaridas del centro del pais. Reconocido tanto por su valor nutricional
como por sus efectos hipoglucemiantes, el nopal es una presencia prominente en la tradicion
herbal mexicana. Su riqueza en compuestos bioactivos, como la indicaxantina y la betanina, le
confieren diversas actividades biolégicas gracias a sus potentes propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Cruz-Martinez et al., 2017).

El Arnica (Heterotheca inuloides), originaria de las zonas calidas y templadas del centro
de Meéxico, es un recurso de gran relevancia. Ampliamente empleado como agente
antiinflamatorio, analgésico y cicatrizante, el Arnica ha demostrado eficacia en el tratamiento
de contusiones, heridas en la piel y hematomas. En casos de gingivitis, se utiliza mediante
infusiones administradas tres veces al dia. Resultados prometedores han indicado una eficacia
del 96.6% para un extracto etandlico de la flor de Arnica, en comparacion con el 66.7% de
eficacia mostrado por el farmaco piroxicam (Cruz-Martinez et al., 2017).

En la Universidad Nacional Autonoma de México, la Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana constituye un tesoro de conocimiento, albergando 3,103 especies

documentadas, las cuales abarcan 1,000 especies, 482 géneros y 154 familias con monografias
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exhaustivas. Ademas, presenta 2,103 especies, 1,000 géneros y 183 familias en su listado base.
Esta invaluable fuente también brinda una clasificacion detallada de las especies de plantas mas
empleadas, las enfermedades mas comunes para las que han sido recolectadas de fuentes de
estudio, asi como su enfoque en un sistema especifico del cuerpo humano. Ademas, se determina
si son el primer recurso de eleccidn o si se encuentran entre las cinco principales opciones
terapéuticas registradas (UNAM, 2009).

Dentro de este contexto, el ajo (Allium sativum), la guayaba (Psidium guajava) y la
granada (Punica granatum) emergen como remedios tradicionales para afecciones del sistema
digestivo, incluyendo paréasitos, diarrea y malestar estomacal. Estas tres plantas cuentan con un
total de 328 registros que las avalan como opciones primarias para abordar dichos problemas

(UNAM, 2009).

2.8 Flora de Sinaloa

La flora de Sinaloa comprende 3,940 especies registradas. Sin embargo, su conocimiento
sigue siendo limitado y la mayoria de los estudios floristicos se han centrado en la porcion norte
del estado. La flora de Sinaloa, rica en diversidad vegetal debido a su ubicacion en la confluencia
de tres regiones floristicas (Mesoamericana de Montafia, Xerofitica Mexicana y Caribea) y tres
provincias floristicas (Sierra Madre Occidental, Costa Pacifica y Planicie Costera del Noroeste),
pero ha sido objeto de investigaciones escasas (Rzedowski, 2006; Vega Avifia et al., 2021).

Estudios recientes sobre la flora silvestre nativa y naturalizada de Sinaloa (Vega Avifia
etal., 2021) documentan 3,940 especies pertenecientes a 1,177 géneros y 206 familias. De estas

especies, 1,460 son endémicas de México y 75 son endémicas de Sinaloa.
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2.9 Estudios sobre plantas en México y Sinaloa

La utilizacion de terapias a base de hierbas para abordar cuestiones de salud es una
practica global arraigada en la historia. En México, estas terapias han sido empleadas a lo largo
de generaciones para tratar afecciones como gingivitis, periodontitis, infecciones y otros
problemas orales (Cruz-Martinez et al., 2017).

Un estudio datado en 2017 ha documentado la actividad antibacteriana in vitro de 343
especies de plantas medicinales, pertenecientes a 92 familias botanicas y empleadas en la
medicina tradicional mexicana para tratar infecciones. Esta investigacion se ha centrado en
agentes patdégenos como Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa. Resalta que las aplicaciones populares mas frecuentes se dirigen
hacia trastornos gastrointestinales (200 plantas), problemas respiratorios (118 plantas), alivio
del dolor (efecto analgésico) (72 plantas) y tratamiento de afecciones cutaneas (71 plantas).
Estos problemas engloban aspectos frecuentemente asociados a infecciones, incluyendo
aquellas causadas por agentes bacterianos, como trastornos gastrointestinales (diarrea, Ulceras
estomacales o duodenales, gastritis, vomitos, etc.), problemas respiratorios (tos, dolor de
garganta, estornudos, acumulacién de liquido en pulmones o nariz, etc.), efecto analgésico (para
mitigar el dolor causado por procesos inflamatorios activados durante infecciones como fiebre
o inflamacidn de tejidos) y afecciones cuténeas (limpieza o cierre de heridas, tratamiento de
Ulceras cutaneas, dermatitis, caspa, etc.) (Sharma et al., 2017).

En el 2000, un estudio reporto el uso de una pasta derivada de Uncaria tomentosa para
tratar dafio pulpar dental. Los resultados demostraron que dicha pasta fue eficaz contra
microorganismos comunes en la cavidad bucal humana, inhibiendo el 8% de aislados de
Enterobacteriaceae, el 52% de Streptococcus mutans y el 96% de S. aureus (Cruz-Martinez et

al., 2017).
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Otro estudio comunicé que el extracto de Citrullus colocynthis, una planta de la familia
Cucurbitaceae, exhibid actividad antibacteriana contra cepas bacterianas Gram positivas y
negativas como Bacillus subtilis, E. coli y P. aeruginosa. El autor sugiere que la actividad de
los extractos de este fruto ante las cepas bacterianas podria atribuirse a compuestos bioactivos
como flavonoides, glucoésidos y taninos (Hussain et al., 2014).

En 2005, se examino el efecto de un enjuague bucal de Aloe (Aloe vera), dado que la
planta presenté propiedades antibacterianas y antiinflamatorias. Los resultados de
susceptibilidad antibacteriana mostraron que tanto el enjuague como la hoja inhibieron el
crecimiento de S. aureus a 18.0 y 4.0 mm, respectivamente. Solo el gel inhibi6 el crecimiento
de Trichophyton mentagraphytes (20.0 mm), mientras que la hoja demostro efectos inhibitorios
tanto en P. aeruginosa como en Candida albicans (Cruz-Martinez et al., 2017).

Las plantas medicinales han contribuido a la lucha contra el cancer, proporcionando
bases para el descubrimiento de farmacos; actualmente, mas del 70% de los agentes
anticancerigenos provienen de fuentes naturales. México, con su rica diversidad bioldgica y
cultural, posee un profundo conocimiento tradicional de remedios herbales. Un reciente analisis
revisa 25 familias botanicas y 39 especies de plantas usadas para tratar el cancer de colon en
México, con respaldo en estudios in vitro e in vivo (Jacobo-Herrera et al., 2016).

Para el estado de Sinaloa, un estudio realizado por Pio-Ledn et al. (2013) reporta
resultados prometedores contra enterobacterias (E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp.) a partir
de extractos de Nanchi (Byrsonima crassifolia), arrayan (Psidium sartorianum) y ayale
(Crescentia alata). Estas plantas silvestres, cuyos frutos son comestibles y han sido empleados
en la medicina tradicional para tratar infecciones bacterianas como la disenteria bacilar,
exhibieron destacada actividad antibacteriana. Los extractos hexanicos de arrayan y ayale

mostraron la mayor actividad antibacteriana, con concentraciones minimas inhibitorias
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inferiores a 1 mg/mL y concentraciones minimas bactericidas de 0.5-16 mg/mL (CMI 0.25-2
mg/mL; CMB 0.5-16 mg/mL). El extracto metandlico de arrayan demostré ser especialmente
efectivo contra bacterias Gram positivas, destacando la sensibilidad de S. aureus (CMI 2
mg/mL; CMB 2-4 mg/mL). Estos resultados refuerzan el respaldo a la utilizacion tradicional de

estos recursos para el tratamiento de infecciones bacterianas (Pio-Le6n et al., 2013).

2.10 Estudios del género Tournefortia y Tournefortia hartwegiana

Se han emprendido diversos estudios para explorar la actividad biolégica diversa de
especies pertenecientes al género Tournefortia.

Para Tournefortia hirsutissima (Hurtado-Diaz et al., 2019), se han reportado actividades
antiproliferativas y antiinflamatorias in vitro a partir de compuestos aislados de sus hojas,
incluido el 16-hidroxi-licoperseno, un poliisoprenoide (terpeno), que ha demostrado inhibir la
produccién de 6xido nitrico en células RAW 264.7 e inducir apoptosis en celulas Hep3B. Por
otro lado, Hernandez et al. (2021) han logrado obtener nanoparticulas de y-sitosterol de
Tournefortia hirsutissima que, posteriormente, se han estabilizado con nanoparticulas de plata
sobre la superficie externa de la Zeolita clinoptilolita, generando un prometedor material
antibacteriano eficaz contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

En relacion a Tournefortia sarmentosa, un extracto acuoso ha mostrado la capacidad de
atenuar la peroxidacion lipidica y mejorar la viabilidad celular, ademas de potenciar las enzimas
antioxidantes en tratamientos de hepatocitos de ratas intoxicadas con PAP (acetaminofén o
paracetamol), ambas in vitro como in vivo (Teng et al., 2012).

Un analisis fitoquimico de Tournefortia sibirica reveld treinta compuestos, incluyendo

triterpenoides, fenoles, lignanos, megastigmanes, amidas, flavonoides, esteroles y glucésidos.
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Algunos de estos compuestos se informaron por primera vez en esta especie, lo que amplia
nuestro conocimiento sobre la diversidad quimica del género (Xue et al., 2023).

En cuanto a Tournefortia paniculata, planta empleada en la medicina tradicional
brasilefia para tratar la obesidad, los extractos en polvo y acuosos de sus hojas han demostrado
eficacia para reducir la grasa hepatica, la glucosa y los triglicéridos en ratas Wistar sometidas a
una dieta hipercaldrica, sin mostrar efectos genotoxicos (Simao et al., 2015).

Tournefortia densiflora, utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar la
disenteria, ha sido objeto de estudio, y su extracto metandlico de tallos ha demostrado actividad
antibacteriana contra enterobacterias multirresistentes, incluyendo E. coli y P. mirabilis.
Ademas, un extracto metandlico de raices ha exhibido actividad antifingica contra hongos
fitopatogenos Alternaria alternata y Fusarium solani (Osuna et al., 2005; Lira-De Le6n et al.,
2014).

Tournefortia hartwegiana también ha sido objeto de atencién cientifica. Un estudio
realizado en 2005 (Ortiz-Andrade et al., 2005) destaco su potencial antidiabético al demostrar
una reduccion significativa de los niveles de glucosa en sangre en ratas normales y diabéticas
inducidas por aloxano. En un analisis fitoquimico, se aislaron siete metabolitos secundarios,
incluyendo beta-sitosterol, estigmasterol, lupeol, acido ursélico, &cido oleandlico, sacarosa y
mioinositol (Ortiz-Andrade et al., 2007). Ademas, se ha analizado el contenido de aminoacidos
en la planta y se ha establecido una relacion entre los aminoacidos presentes y las propiedades
terapéuticas (Moran-Palacio et al., 2014).

Los estudios sobre plantas en México y Sinaloa demuestran la rica diversidad de
conocimientos tradicionales y la valiosa actividad bioldgica de diversas especies, incluyendo
aquellas pertenecientes al género Tournefortia y, en particular, Tournefortia hartwegiana. Estas

investigaciones subrayan el potencial de las plantas medicinales en el tratamiento de
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infecciones, céncer y otras afecciones, asi como en la bisqueda de nuevos compuestos

bioactivos.

2.11 Impacto de las condiciones del suelo en la produccion de metabolitos secundarios de
plantas medicinales

Las plantas poseen una asombrosa capacidad para sintetizar una variedad de metabolitos
secundarios (MS) con el proposito de contrarrestar los efectos adversos del estrés. Las variables
ambientales individuales ejercen una influencia determinante en la acumulacion de metabolitos
secundarios en las plantas; sin embargo, la relacion entre las diferentes variables ambientales y
la produccién y acumulacion de metabolitos secundarios es intrincada y multifacética. Esto
sugiere que esta relacién no solo se circunscribe a caracteristicas especificas de la especie, sino
que también esta vinculada a oscilaciones tanto en incrementos como en disminuciones de hasta
un 50% en la presencia de MS (Pant et al., 2021).

Los diversos factores limitantes desde una perspectiva ecoldgica, tales como la
temperatura, el diéxido de carbono, la iluminacion, el ozono, el agua, la salinidad y la fertilidad
del suelo, ejercen un impacto considerable en las respuestas fisioldgicas y bioguimicas de las
plantas medicinales. Estos elementos también inciden en el proceso metabdlico secundario. A
medida que cambian los nutrientes ambientales y del suelo, tanto el rendimiento como el
contenido de MS pueden manifestar variaciones notables (Pant et al., 2021; Yang et al., 2018).

Investigaciones han constatado que el estrés hidrico puede resultar en un aumento de la
cantidad de MS en una amplia gama de especies vegetales. Este fendmeno refleja la adaptacion
de las plantas a situaciones de estrés y sugiere la capacidad de las especies para potenciar su
respuesta metabolica ante condiciones ambientales desafiantes (Pant et al., 2021; Yang et al.,

2018).
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En el &mbito de la salinidad, la cual es uno de los estresores abioticos mas sobresalientes,
se generan interacciones complejas entre diversos procesos morfologicos, fisioldgicos y
bioquimicos. Estas interacciones se traducen en estrés oxidativo, el cual emerge debido a la
produccion aumentada de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que
alteran el metabolismo de la planta. En respuesta, las plantas generan una cantidad significativa
de MS, encargados de eliminar o desintoxicar los ROS, como parte de su estrategia para
enfrentar el estrés inducido por la salinidad (Pant et al., 2021; Yang et al., 2018).

Es relevante mencionar que la suplementacion de nutrientes minerales para las plantas
puede no solo estimular su crecimiento, sino también influir en el contenido de MS.
Investigaciones recientes han arrojado luz sobre como la disponibilidad de nutrientes puede
ejercer un papel crucial en la determinacion del metabolismo secundario y la actividad

antioxidante dentro de las plantas (Pant et al., 2021; Yang et al., 2018).

2.12 Desafios en la resistencia bacteriana a antibioticos

La resistencia a los fArmacos antibacterianos representa una crisis de alcance global que
amenaza nuestra capacidad para abordar eficazmente las infecciones bacterianas. Esta
problematica se manifiesta como un fendmeno ecoldgico caracterizado por interacciones
intrincadas que abarcan diversas poblaciones bacterianas y que impactan la salud humana, la de
los animales y el entorno (McEwen y Collignon, 2018).

La OMS ha identificado la resistencia a los antibidticos como una de las diez principales
amenazas para la salud publica a nivel mundial. Esta situacion exige la implementacion urgente
de medidas multisectoriales para alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) (OMS,

2020).
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En 2017, la OMS emitio una lista de bacterias que requieren con urgencia nuevos
antibidticos, poniendo un énfasis particular en las bacterias Gram negativas resistentes a
multiples farmacos. Estas bacterias poseen la capacidad inherente de desarrollar nuevas formas
de resistencia a tratamientos y de transmitir material genético que propaga la
farmacorresistencia a otras bacterias (OMS, 2017).

El grupo de méaxima prioridad comprende bacterias multirresistentes como
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y varias enterobacterias, como Klebsiella
spp., E. coli, Serratia spp. y Proteus spp., resistentes a carbapenémicos. Estas bacterias pueden
causar infecciones graves y frecuentemente mortales, como se observa en infecciones
sanguineas y neumonias (OMS, 2017).

En una categoria de prioridad elevada se encuentran otras bacterias que exhiben una
creciente resistencia a farmacos y causan enfermedades comunes como gonorrea 0
intoxicaciones alimentarias. Entre ellas se encuentran Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonella spp., y Neisseria gonorrhoeae.
Asimismo, se enlistan Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Shigella spp., en
la categoria de prioridad media (OMS, 2017).

La resistencia a los antibidticos, un problema de salud mundial en constante aumento,
habia estado tradicionalmente asociada a entornos clinicos. Sin embargo, se reconoce cada vez
mas que los entornos no clinicos también desempefian un papel crucial en la propagacion de
genes de resistencia a antibioticos (ARGs, por sus siglas en inglés). De acuerdo con los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC), solo en los Estados Unidos, se estima
que 2 millones de personas contraen infecciones causadas por bacterias resistentes a

antibioticos, lo que resulta en al menos 23,000 muertes al afio debido a estas infecciones. En
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Europa, se atribuyen anualmente alrededor de 25,000 muertes a infecciones por bacterias
resistentes a antibidticos (Brinkac et al., 2017).

El uso de sistemas de deteccion de quérum (QS) en muchas bacterias para coordinar la
virulencia y la formacién de biopeliculas ha emergido como un objetivo prometedor para los
farmacos antibacterianos. Los Inhibidores de Deteccion de Quoérum (Quorum-Sensing
Inhibitors, QSIs) representan la comunicacion intercelular bacteriana que regula la expresion
génica especifica, lo que puede alterar el entorno circundante de manera beneficiosa para los
patdgenos (Kongkham et al., 2020).

Las moléculas de sefial QS contribuyen tanto a la resistencia a los antibi6ticos como a la
patogenicidad en las bacterias. En este sentido, la inhibicion de las moléculas de sefial QS puede
atenuar los problemas de virulencia y resistencia bacteriana. Los metabolitos secundarios de las
plantas se han identificado como moduladores de factores de virulencia en bacterias al interferir
con las moléculas de sefial QS. Investigaciones han demostrado que ciertos compuestos como
el trans-cinnamaldehido (canela), carvacrol, timol y eugenol, a concentraciones subinhibitorias,
pueden inhibir la formacion de biopeliculas al regular negativamente la transcripcion de genes
relacionados con este proceso. Por lo tanto, los compuestos que interrumpen la sefializacion QS
entre bacterias tienen un potencial significativo como adyuvantes antibacterianos (Kongkham

et al., 2020).

2.12.1 Resistencia antibidtica intrinseca y adquirida
La resistencia antibidtica intrinseca, un fenomeno arraigado en la historia natural de las
bacterias previo a la era de la terapia antimicrobiana, se encuentra presente en todas las especies

bacterianas. Ademas de las formas intrinsecas de resistencia mediadas por la membrana externa
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bacteriana y el flujo activo de efluentes, la investigacion ha desvelado una asombrosa cantidad
de genes y loci genéticos adicionales que también contribuyen a este fenotipo (Cox y Wright,
2013).

La mayoria de los compuestos antibacterianos consisten en moléculas de origen natural,
y como resultado, las bacterias coexistentes han desarrollado mecanismos para contrarrestar su
accion, garantizando su supervivencia. Por consiguiente, estos microorganismos a menudo se
consideran intrinsecamente resistentes a uno 0 méas farmacos antibacterianos (Munita y Arias,
2016).

La reaccion bacteriana ante el "ataque" antimicrobiano ejemplifica la adaptacion
bacteriana por excelencia y representa el punto culminante de la evolucién. La nocion de la
"supervivencia del méas apto" se deriva de la inmensa plasticidad genética de los patégenos
bacterianos, la cual desencadena respuestas especificas que se traducen en adaptaciones
mediante mutaciones, adquisicion de material genético o alteraciones en la expresion génica.
Estas adaptaciones confieren resistencia a practicamente todos los antibioticos actualmente
disponibles en la préactica clinica (Munita y Arias, 2016).

Se ha estimado que el peptidoglicano en las bacterias Gram-positivas presenta un umbral
de permeabilidad considerable, permitiendo el acceso de moléculas de hasta 30-57 kDa. La
estructura gruesa de su malla facilita la penetracion de moléculas pequefias, lo cual constituye
la base molecular de la susceptibilidad relativa intrinseca de los organismos Gram-positivos a
diversos antibioticos. En contraste, las bacterias Gram-negativas muestran insensibilidad
intrinseca a muchos de estos agentes antimicrobianos debido a la presencia de una membrana
externa, denominada "outer membrane" (OM) por sus siglas en inglés, con un tamiz molecular
mucho mas fino. Esta membrana rodea una capa de peptidoglicano relativamente delgada (Cox

y Wright, 2013).
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Las bacterias emplean principalmente dos estrategias genéticas para adaptarse al
"ataque™ de los antibidticos: mutaciones en genes frecuentemente asociados al mecanismo de
accion de un compuesto y la adquisicion de ADN externo que codifica resistencia a través de la

transferencia horizontal de genes (Munita y Arias, 2016).

2.12.2 Resistencia a antibidticos en México

En el contexto mexicano, el género Staphylococcus ha emergido como el principal
agente responsable de infecciones nosocomiales, junto con Pseudomonas aeruginosa, estas
bacterias destacan como las mas resistentes a los farmacos, particularmente en los hospitales de
la Ciudad de México (Pio-Leon et al., 2013).

Para abordar esta problemaética, la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), a través de su Programa Universitario de Investigacion en Salud, ha instaurado el Plan
Universitario de Control de la Resistencia Antibacteriana (PUCRA). En un enfoque
observacional retrospectivo, PUCRA ha examinado informacion de 20 hospitales mexicanos,
con el proposito de entender los patrones de resistencia antimicrobiana exhibidos por
microorganismos aislados de hemocultivos durante los afios 2016 y 2017. Este andlisis se ha
centrado en los patogenos del grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter
spp.). De los 4,382 aislamientos sanguineos, se ha encontrado que E. coli y K. pneumoniae
prevalecen, mostrando resistencias superiores al 30% a la mayoria de los farmacos evaluados.
Sin embargo, para los carbapenémicos y la amikacina, la resistencia ha sido inferior al 20%. En
el caso de A. baumannii, su resistencia a todos los farmacos supera el 20%. La resistencia a la

oxacilina en S. aureus se ha situado en el 20%. En cuanto a los 12,151 aislamientos de
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urocultivos, E. coli ha representado el 90%. En este contexto, la resistencia al ciprofloxacino,
las cefalosporinas y la trimetoprima/sulfametoxazol ha superado el 50%, aunque se ha
observado una buena susceptibilidad a nitrofurantoina, amikacina y carbapenémicos. Estos
hallazgos resaltan los niveles significativos de resistencia en los bacilos Gram-negativos,
subrayando la gravedad del problema asociado al uso de antibiéticos (Miranda-Novales et al.,

2020).

2.13 Metabolitos secundarios de plantas

Los metabolitos secundarios de las plantas (MS) poseen una presencia extendida en el
reino vegetal y desempefian una multitud de funciones ecoldgicas. Estos compuestos han
evolucionado como defensas contra herbivoros y patégenos pasados y actuales. Ademas,
median interacciones con polinizadores y hongos micorrizicos, atraen depredadores de
herbivoros, participan en la sefializacion planta-planta y otorgan proteccion ante estresores
abidticos como la radiacion UV-B, las heladas y la sequia (Moore et al., 2014).

En el reino vegetal, se han identificado aproximadamente 100,000 metabolitos
secundarios, los cuales se encuentran en grupos taxonémicos especificos. Estos compuestos se
dividen en tres categorias principales basadas en su via biosintética: compuestos nitrogenados
(glucésidos cianogénicos, alcaloides y glucosinolatos), compuestos fendlicos (flavonoides y
fenilpropanoides) y terpenos (isoprenoides) (Li et al., 2020).

Dentro de este marco, los metabolitos secundarios de plantas han emergido como
valiosos adyuvantes antibacterianos de origen biologico. Su diversidad estructural, funciones y
propiedades de unidn favorables los convierten en uno de los "hotspots” mas prometedores para

el descubrimiento de nuevos farmacos o adyuvantes (Kongkham et al., 2020).
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2.13.1 Alcaloides

Los alcaloides, compuestos mayor 0 menormente toXxicos, ejercen su accion
principalmente en el sistema nervioso central. Estos compuestos de naturaleza basica contienen
nitrégeno heterociclico y se sintetizan en las plantas a partir de aminoacidos o sus derivados
inmediatos. A menudo, estos compuestos presentan una distribucion restringida en el reino
vegetal (Farnsworth, 1966).

Desde una perspectiva farmacologica, los alcaloides, al intercalarse con el ADN de los

microorganismos, exhiben propiedades antimicrobianas valiosas (Kasolo et al., 2010).

2.13.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos abarcan un amplio grupo quimico dividido en cinco
subgrupos: cumarinas, ligninas, flavonoides, acidos fendlicos y taninos (Krol et al., 2014).

De especial interés son los flavonoides, una clase diversa de compuestos que actlan
como potentes antioxidantes y han demostrado efectividad antimicrobiana in vitro contra una
amplia gama de microorganismos. Esta accion se atribuye a la inhibicién de enzimas vinculadas

a las membranas celulares (Kasolo et al., 2010).

2.13.3 Terpenos

Los terpenos, uno de los grupos mas extensos de metabolitos secundarios en las plantas,
presentan una variabilidad estructural excepcional. Se han identificado mas de 30,000
estructuras de terpenos distintas. El isopreno, su componente elemental, es una molécula de
cinco carbonos que forma la base de compuestos mas complejos. Los terpenoides se subdividen

en monoterpenoides (Cio), sesquiterpenoides (Cis), diterpenoides (Cxo), triterpenoides (Cazo),
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entre otros, dependiendo del nimero de unidades de isopreno. Estos compuestos, que incluyen
esteroles, aceites esenciales, triterpenos y saponinas, exhiben una amplia gama de propiedades
farmacoldgicas, como efectos antibacterianos, antivirales, antifingicos, antiinflamatorios,

anticancerigenos y antioxidantes (Gu et al., 2014).

2.13.4 Extractos polares y no polares

La eleccidn del solvente en la extraccién de metabolitos vegetales depende de factores
como el tipo de planta, la parte de la planta utilizada, la naturaleza de los compuestos bioactivos
y la disponibilidad del solvente. En consecuencia, se emplean solventes polares como agua,
metanol y etanol para extraer compuestos polares, mientras que solventes no polares como
hexano, diclorometano y cloroformo se utilizan para extraer compuestos no polares. La
polaridad del solvente guia esta clasificacion, oscilando desde el n-hexano, el menos polar, hasta
el agua, el mas polar (Abubakar y Haque, 2020).

En esencia, un solvente se define como un liquido capaz de disolver, diluir o extraer
otras sustancias sin inducir una modificacién quimica en dichas sustancias o en si mismo. La
accion de los solventes se traduce en la capacidad de limpiar o separar productos (Yara-Varon
etal., 2017).

En la extraccion de plantas medicinales, los solventes mas empleados son los polares
(por ejemplo, agua, alcoholes), los intermedios (como acetona, diclorometano) y los no polares

(n-hexano, éter, cloroformo) (Abubakar y Haque, 2020).
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2.13.5 Fraccionamiento guiado por bioensayos

Los extractos crudos de productos naturales contienen una amalgama compleja de
diversos compuestos, que varian en estructura y polaridad. Para simplificar el proceso de
aislamiento de los compuestos deseados, es viable realizar el fraccionamiento de la mezcla cruda
con base a polaridad o naturaleza acida, basica o neutra. Esta estrategia facilita el aislamiento
de los compuestos con actividad bioldgica, lo cual es esencial para el descubrimiento de
farmacos. Este enfoque, conocido como "fraccionamiento y aislamiento guiado por
bioensayos", constituye una metodologia crucial en la busqueda de farmacos provenientes de

fuentes naturales (Oliva-Flores, 2012).
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, ha surgido un creciente interés en la busqueda de nuevos agentes
antibacterianos de origen natural debido a la emergencia de resistencia bacteriana a los
antibidticos convencionales, la investigacion de plantas medicinales utilizando tecnologias de
vanguardia es un enfoque viable para descubrir nuevos agentes bioactivos con potencial para
resolver problemas generalizados de salud publica (Sharma et al., 2017). Tournefortia
hartwegiana Steud., conocida popularmente como Tatachinole, es una planta que ha sido
utilizada en la medicina tradicional debido a sus posibles propiedades medicinales. Sin embargo,
hasta el momento, no se ha llevado a cabo una investigacion exhaustiva que respalde
cientificamente su uso terapéutico.

Existe una falta de conocimiento en relacién a la composicion quimica de los extractos
metandlicos de hoja y raiz de Tatachinole, asi como en la carencia de datos cientificos que
respalden su potencial actividad antibacteriana. Por consiguiente, se requiere de una
investigacion cientifica rigurosa que permita caracterizar la composicion fitoquimica de los
extractos, evaluar su capacidad antibacteriana frente a cepas bacterianas patdgenas relevantes y
llevar a cabo una evaluacidn toxicolégica in vitro.

Este estudio tiene como proposito identificar compuestos potencialmente bioactivos que
puedan fungir como agentes antibacterianos. Ademas, se pretende determinar la seguridad del
consumo de los extractos, lo cual respalda la viabilidad de su eventual aplicacion terapéutica.
Esta investigacidn puede contribuir al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos de origen
natural y proporcionar una base cientifica solida para sustentar el empleo de Tatachinole en la

medicina tradicional.
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IV JUSTIFICACION

Tournefortia hartwegiana Steud., ha sido tradicionalmente utilizada en la medicina
popular debido a sus posibles propiedades medicinales. Sin embargo, hasta la fecha, existen
pocos estudios cientificos que respalden y validen su uso terapéutico. Por lo tanto, es
fundamental llevar a cabo una investigacion cientifica rigurosa para caracterizar
fitoguimicamente los extractos metanoélicos de hoja y raiz de Tatachinole, evaluar su actividad
antibacteriana frente a cepas bacterianas patogenas relevantes y realizar una evaluacion
toxicoldgica in vitro.

La caracterizacion fitoquimica permite identificar los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes en los extractos de Tatachinole, lo que proporciona informacién sobre su
composicion quimica y posibles compuestos bioactivos. La evaluacion de la actividad
antibacteriana es esencial para determinar el potencial antimicrobiano de los extractos, lo que
puede conducir al desarrollo de nuevos agentes antibacterianos para combatir infecciones
causadas por bacterias patdgenas. Ademas, la evaluacion toxicolégica in vitro es fundamental
para garantizar la seguridad en el consumo de los extractos y su viabilidad como posibles
tratamientos terapéuticos.

En conjunto, este estudio proporciona una base cientifica sélida para comprender el
potencial terapéutico de los extractos metandlicos de hojas y raices de T. hartwegiana. Los
resultados obtenidos pueden contribuir al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos

naturales y proporcionar evidencia cientifica para respaldar su uso en la medicina tradicional.
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V. HIPOTESIS

Los extractos metanolicos y las fracciones derivadas de los mismos, de hojas y raices de
Tournefortia hartwegiana (Boraginaceae) de Sinaloa, presentan actividad antibacteriana contra

especies Gram positivas y Gram negativas, sin presentar toxicidad.
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V1. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Determinar los metabolitos secundarios, evaluar la actividad antibacteriana y toxicidad in vitro

de los extractos metanolicos de hojas y raices de Tournefortia hartwegiana Steud. (Tatachinole).

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de familias de metabolitos secundarios en los extractos metandlicos
y fracciones de hojas y raices de T. hartwegiana.

2. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos de T. hartwegiana y
fracciones contra bacterias ATCC Gram positivas y Gram negativas.

3. Evaluar la toxicidad in vitro de los extractos metanolicos y fracciones de T. hartwegiana.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio experimental

El proyecto se dividio en tres etapas. En la primera etapa, correspondié la identificacion
taxondmica de la planta, caracterizacion fitoquimica y andlisis de suelo. En esta etapa se
obtuvieron los extractos metanolicos tanto de las hojas como de las raices de Tournefortia
hartwegiana, se realizd un tamizaje para identificar los grupos de metabolitos secundarios
presentes en dichos extractos y se procedié al fraccionamiento bioguiado utilizando solventes
de diferentes polaridades: hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua. En la segunda etapa, se
efectuaron ensayos de actividad antibacteriana utilizando cepas control, especificamente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, en varias
concentraciones. En la tercera etapa, se llevaron a cabo evaluaciones de toxicidad in vitro

utilizando nauplios de Artemia salina.

7.2 Tipo de estudio

Este estudio se encuadra dentro de la categoria de descriptivo y experimental.

7.3 Sitio de estudio

El material vegetal de Tournefortia hartwegiana se colecto en el Estado de Sinaloa,
especificamente en el Municipio de Culiacan, en la via hacia la colonia Juntas del Humaya. La
recoleccion se realiz6 en un area baldia cubierta de vegetacion, donde prevalecian especies como
Cenchrus ciliaris, Chloris virgata y Amaranthus palmeri. El suelo de tipo franco-arenoso estaba

cubierto de restos pulverizados de materiales de construccion. La altitud aproximada del sitio es
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de 38 metros sobre el nivel del mar. Las coordenadas geogréaficas correspondientes son
24.81678° N y 107.42247° O (Figura 2). Esta recoleccion tuvo lugar durante el mes de octubre

del afio 2022.
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Figura 2. Area de muestreo (Humaya, Culiacén, Sinaloa).
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7.4 Identificacién de la especie

La identificacion taxondmica se llevé a cabo mediante la consulta de diversos catalogos
especializados en la identificacion de especies de la familia Boraginaceae, como el Fasciculo
212 de la Flora del Bajio y de Regiones Adyacentes, dedicado especificamente a esta familia
boténica (Patifio-Siciliano, 2020) y la confirmacién se llevd a cabo por el Herbario Jesus

Gonzélez Ortega de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa.

7.5 Colecta de material vegetal y de suelo

7.5.1 Material vegetal

Para la recoleccion del material vegetal, se optd por escoger plantas completas,
englobando tanto las partes aéreas como las raices. Se excluyeron del muestreo aquellas plantas
que presentaban signos evidentes de dafios causados por insectos u otras causas desconocidas.
Ademas, se omitieron aquellas con hojas en tonos amarillentos. Estas plantas fueron halladas en

una region perturbada dentro de un contexto urbano en la ciudad de Culiacan (Figura 2).

7.5.2 Muestra de suelo

La seleccion de submuestras con el propdésito de conformar una muestra representativa
0 compuesta del sector elegido fue una fase critica en el desarrollo de este estudio. Dado que
una parte significativa de la actividad de las raices de las plantas se produce en la capa arable,
que abarca de 0 a 30 cm de profundidad, se opto por centrar el proceso de muestreo en este
estrato especifico. Para asegurar la representatividad de las muestras obtenidas, se realizd una

meticulosa medicién de los primeros 30 cm de profundidad del suelo. Siguiendo las
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recomendaciones de la literatura especializada, se recolectaron un total de 9 submuestras,
superando la cantidad minima recomendada de 8 para areas de terreno que son menores a 2
hectareas (Castellanos et al., 2000). Este enfoque garantiz6 que las muestras capturaran de

manera adecuada la variabilidad presente en el suelo de la zona seleccionada.

7.6 Preparacion de extractos y tamizaje fitoquimico

Las hojas de Tatachinole fueron cuidadosamente seleccionadas y sometidas a un proceso
de limpieza y secado a la sombra para preservar la integridad de sus componentes bioactivos.
Una vez secas, las hojas fueron pulverizadas utilizando un procesador de alimentos
(Nutribullet), asegurando una homogeneidad en la textura. Posteriormente, se procedid a
homogeneizar ain mas la harina resultante pasandola a través de una malla #40 para obtener

particulas de tamafio uniforme.

7.6.1 Preparacion del extracto metandlico

En un matraz Erlenmeyer con taparrosca, se afiadieron 100 g de la harina de hojas
pulverizadas. Para llevar a cabo la extraccion, se utiliz6 metanol destilado como solvente en una
proporcion de 1:5 con respecto al material vegetal. La mezcla resultante se dejé macerar durante
24 h, manteniendo una agitacion constante a 80 rpm en un oscilador a una temperatura de 24 °C

(Montes-Avila et al., 2017).

7.6.2 Filtracion y almacenamiento
Después del periodo de maceracion, se procedié a filtrar el extracto utilizando un

embudo de porcelana Bilichner equipado con un papel filtro Whatman cualitativo de grado 40.

35



El filtrado resultante se recogidé en un matraz Erlenmeyer y se resguardd en refrigeracion,
protegiéndolo de la luz mediante una bolsa negra. La harina remanente en el filtro fue recuperada
para llevar a cabo un segundo y tercer filtrado, maximizando la obtencién del extracto (Montes-

Avila et al., 2017).

7.6.3 Concentracion del extracto
Los tres filtrados obtenidos fueron sometidos a un proceso de ebullicion y evaporacién
controlada en un rotoevaporador Bichi, siguiendo las indicaciones especificas de presion y
temperatura proporcionadas por el fabricante. Este proceso permitio eliminar el solvente
metanolico y obtener un extracto concentrado, enriquecido con los compuestos bioactivos
presentes en las hojas y raices de Tatachinole (Montes-Avila et al., 2017; Bulugahapitiya, 2013).
Una vez obtenido el extracto se determinaron los rendimientos porcentuales en peso,

partiendo de 100 g de base seca (Ortiz-Andrade et al., 2005).

7.7 Fraccionamiento bioguiado de extractos

En la investigacion de plantas medicinales, la identificacion de grupos quimicos
responsables de las actividades bioldgicas es esencial para confirmar su eficacia (Oliva-Flores,
2012). Después de la fase de tamizaje fitoquimico del extracto metandlico, el fraccionamiento
bioguiado es crucial para evaluar la bioactividad. Este proceso implica la separacion extractiva
escalonada segun la polaridad, aprovechando la selectividad de los disolventes (Oliva-Flores,
2012).

El fraccionamiento implica dividir la mezcla en fracciones discretas. Esto permite

separar metabolitos con afinidades quimicas similares y propiedades afines. La mayoria de los
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métodos de fraccionamiento se basan en las diferencias de polaridad y acidez-alcalinidad de los
compuestos a separar (Oliva-Flores, 2012).

Para obtener las fracciones (FH, FC, FAE y FA), el extracto metandlico se someti6 a
cromatografia de particion de fases liquido-liquido de acuerdo a lo reportado por Wall et al.
(1996). EIl proceso involucrd la separacion del extracto en fases de metanol y hexano.
Posteriormente, la fase de metanol se utilizd para obtener la FC, FA y FAE, mientras que la fase
de hexano se utiliz6 para la FH. Cada fraccion se concentrd para su posterior analisis mediante
cromatografia en capa fina (Montes-Avila et al., 2017).

Mediante esta metodologia, se obtuvieron ocho fracciones para su posterior analisis, lo

que permitio una evaluacién mas detallada de la bioactividad de T. hartwegiana.

7.8 Analisis fitoquimico de los extractos metandlicos y fracciones de hoja y raiz de
Tournefortia hartwegiana

Posterior a la concentracién de los extractos y fracciones de hoja y raiz de T.
hartwegiana, se realizaron diferentes ensayos con reacciones quimicas de identificacion
mediante cambios de coloracion o formacion de precipitados. Los resultados se expresaron
como la presencia relativa de los metabolitos, considerando los siguientes simbolos: presencia

(+) y ausencia (-), (Contreras-Angulo et al., 2022).

7.8.1 Determinacidn cualitativa de reaccion en tubo de metabolitos en los extractos y
fracciones de Tournefortia hartwegiana

7.8.1.1 Compuestos Fendlicos
La identificacion de compuestos fenolicos se llevo a cabo mediante la prueba del cloruro

férrico. Se agreg6 en 1 mL del extracto metanolico, 1 mL de una solucidn acuosa de cloruro
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férrico (FeCls) al 10%. La aparicion de una coloracion verde azulada o negra sefiala la presencia

de fenoles y taninos condensados (Akinduti et al., 2022; Bulugahapitiya, 2013).

7.8.1.2 Taninos
Se utilizaron los reactivos Gelatina y Sal para confirmar presencia de los compuestos
fendlicos Ilamados taninos. En 1 mL de extracto metanolico se agregaron 5 gotas de los reactivos

Gelatina y Sal, una reaccién de precipitacion indic6 su presencia en el extracto.

7.8.1.3 Flavonoides

Se disolvio 1 mg de extracto seco de la planta en 1 mL de metanol precalentado a 50 °C.
A esta solucidn, se afiadieron 5 gotas de HCI concentrado. Luego, se introdujo magnesio
metalico.

La aparicion de un cambio de color hacia tonalidades rojas o naranjas indicé la presencia
de flavonoides. Este fendbmeno se corresponde con la bien conocida reaccion de Shinoda

(Contreras-Angulo et al., 2022).

7.8.1.4 Saponinas

Para realizar la prueba de saponinas, se tomd 1 mL de extracto vegetal y se agregd 2 mL
de agua destilada caliente, se agitd vigorosamente y se dejé reposar.

La evaluacién de la presencia de saponinas se baso en la persistencia de espuma. Si la
espuma generada por la mezcla persistié durante mas de 15 minutos, se considerdé como un
indicativo de la presencia de saponinas en el extracto vegetal analizado (Jaramillo-Hernandez,

2016).
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7.8.1.5 Terpenos

7.8.1.5.1 Prueba de Liebermann-Burchard

Para detectar triterpenos y compuestos esteroidales, se utilizd la prueba de Liebermann-
Burchard. En esta técnica, 1.5 mg de muestra se disolvieron en cloroformo (CHCls), y luego se
afiadieron unas gotas de reactivo. La observacién de cambios en la coloracion indicé la presencia
de triterpenos. El reactivo se prepar6 mezclando una gota de H2SO4 con una mezcla de 1 mL de
anhidrido acético (CHsCO):0) y 1 mL de cloroformo (CHCl:) (Huacuja-Gonzélez, 1995;

Akinduti et al., 2022).

7.8.1.5.2 Prueba de Salkowski
En este caso, se coloco 1 mg de muestra en 1 mL de cloroformo, que luego se combiné
con 1 mL de H2SOs concentrado al 98%. Los cambios en densidad y de color a tonos amarillos

0 rojizos indicaron la presencia de estos compuestos (Huacuja-Gonzalez, 1995).

7.8.1.6 Alcaloides
En el presente estudio, se llevaron a cabo tres pruebas distintas para determinar la

presencia o ausencia de alcaloides:

7.8.1.6.1 Prueba de Dragendorff
Se disolvié 1 mg de extracto seco en 6 gotas de HCI al 2%. La solucion se dividi6 en 3
alicuotas: a la primera, que sirvié como referencia, se le afiadieron 2 mL de agua destilada. Al

segundo y tercer tubo de ensayo se agregaron 2 gotas del reactivo de Dragendorff, una mezcla
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de nitrato dibasico de bismuto (NO3Bi(OH).) y yoduro de potasio (KI). La formacién de un
precipitado indico la presencia de alcaloides (Kasolo et al., 2010).

El reactivo de Dragendorff se preparé mezclando una solucién de 0.85 g de subnitrato
de bismuto (4BiNO3(OH)2*BiO(OH)) en 10 mL de acido acético glacial (CHs-COOH) y 40 mL
de agua destilada, con una solucidon de 8 g de yoduro de potasio (KI) en 20 mL de agua destilada.
Esta mezcla se diluyé antes de su uso con 2.3 volumenes de una mezcla de 20 mL de acido
acético glacial (CHs-COOH) y 100 mL de agua destilada (Kasolo, 2010; Farnsworth, 1966;

Raffauf, 1962).

7.8.1.6.2 Prueba de Mayer

El reactivo de Mayer se prepard mezclando 5.0 g de yoduro de potasio (KI) con 0.355 g
de cloruro de mercurio (HgClz), los cuales se disuelven en 100 mL de agua destilada
(Bulugahapitiya, 2013).

Se agregd 1 mL del extracto y se afiadieron unas gotas del reactivo de Mayer. La

aparicion de turbidez o precipitado de color amarillo-naranja indic6 la presencia de alcaloides.

7.8.1.6.3 Prueba de Wagner

El reactivo de Wagner, una solucién acuosa compuesta por yoduro de potasio (KI) y
diyodo (I2), se prepard disolviendo 2.0 g de Kl en 5 mL de agua destilada, a la que se afiadio
1.27 g de l,. Luego, esta solucion se diluyo hasta 100 mL con agua destilada en un matraz
aforado de 100 mL. La formacion de un precipitado marron o rojizo al aplicar el reactivo de

Wagner indico la presencia de alcaloides (Zhang et al., 2021; Bulugahapitiya, 2013).
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7.9 Cromatografia en capa fina del extracto metanolico y fracciones de hoja y raiz

Se realiz6 la cromatografia en capa fina, usando como fase estacionaria silica gel 60
GF2s4 y como fase movil los solventes metanol y cloroformo en proporcion (6:4) y (8:2) y
metanol, cloroformo y acetato de etilo en proporcién 8:1:1 para confirmar la presencia de los
metabolitos secundarios terpenos, alcaloides, flavonoides y cumarinas. Se aplicé la siembra de
los extractos metanolicos y fracciones secos, previamente reconstituido en metanol 99% usando
capilares nuevos. Los reveladores usados fueron: Liebermann-Burchard para terpenos,
Dragendorff para alcaloides, revelador Natural products (Acido difenilb6rico aminoetilester
1%), Polietilenglicol 4000 (5% en metanol) para flavonoides e hidroxido de sodio (NaOH) al
5% para revelar Cumarinas con luz UV de 365 nm donde un brillo azul intenso indicé la
presencia de las mismas en el extracto; las placas cromatograficas se observaron a luz UV de

365 nm antes y después del revelado (Rengifo-Zevallos, 2018).

7.10 Analisis fisicoquimico del suelo

Se realizaron analisis fisicoquimicos en la muestra representativa del suelo del area de
recolecta de la planta, siguiendo los procedimientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-021-RECNAT-2000) para el anéalisis de suelos. La muestra fue sometida a andlisis por
triplicado y los procedimientos detallados se describen a continuacion:

Preparacion del extracto saturado: Inicialmente, se tomd una muestra de 250 g de
suelo y se procedi6 a su deshidratacion durante 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la
muestra deshidratada fue tamizada a través de un tamiz de 50 mesh, a la que se le afiadi6 agua
destilada. Tras un reposo de 4 h, se procedio a la filtracion utilizando papel Whatman® 42 y a
la centrifugacion a 6,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, obteniendo asi el

extracto saturado necesario para los analisis posteriores (Duran-Ramirez, 2020).
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Conductividad Eléctrica (CE): Se midié la conductividad eléctrica del extracto
saturado utilizando un conductivimetro a temperatura ambiente (Duran-Ramirez, 2020).

Concentracion total de cationes: Las concentraciones totales de sodio (Na*), potasio
(K*), magnesio (Mg?"), y calcio (Ca?*) fueron cuantificadas mediante un espectrofotdmetro de
absorcion atomica (Bolafios-Alfaro, 2014).

Contenido de cloruros: El contenido de cloruros se determind a traves de la
precipitacion de cromato de plata Ag.CrOs utilizando nitrato de plata AgNO3 (0.025N) como
solucién de titulacién y cromato de potasio KoCrOs (5% p/v) como indicador (Carrasquero y
Castillo, 2002).

Contenido de sulfatos: Se tomd una porcion de 10 mL del extracto saturado al que se
le afiadi6 0.2 g de sulfato de bario BaSO.. Luego, se utiliz6 una curva estandar que abarcé desde
5 hasta 40 mg mL™? y 5 mL de una solucién acondicionadora para analizar el contenido de
sulfatos mediante espectrofotometria UV-vis (420 nm) (NMX-AA-073-SCFI-2001).

Contenido de carbonatos y bicarbonatos: La determinacion del contenido de
carbonatos y bicarbonatos se llevd a cabo mediante una titulacion con &cido sulfurico H2SO4
(0.05 N). Se utilizo fenolftaleina (1% p/v) como indicador de carbonatos y anaranjado de metilo

(0.01% p/v) como indicador para bicarbonatos (NMX-AA-036-SCFI-2001).
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7.11 Evaluacion de la actividad antibacteriana

7.11.1 Bioensayo antibacteriano de los extractos

Para determinar la sensibilidad bacteriana a agentes antibioticos, se realizd un estudio
mediante antibiogramas. El propdsito de este analisis fue evaluar la susceptibilidad in vitro de
cepas bacterianas a antibidticos o extractos vegetales. Estas pruebas ofrecen un enfoque
predictivo de la eficacia de los agentes antibiéticos o el potencial inhibitorio de los extractos

(AEBM, 2012).

7.11.1.1 Cultivo de cepas

Las cepas control, S. aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™) y E. coli (ATCC®
25922™) " fyeron cultivadas en placas de agar nutritivo a 37 °C durante 24 h mediante un
proceso de agotamiento. A continuacion, cinco colonias seleccionadas de los cultivos en agar
se transfirieron a tubos de caldo Soya-Tripticaseina (Cat. #7385; MCD LAB S.A DE C.V.,
México) de 7 mL y se incubaron durante 2 h a 37 °C. Tras la incubacién, se centrifugé 1 mL del
cultivo a 16,000 x g durante 30 s. Luego, se elimind el sobrenadante y se afiadié 1 mL de
solucion salina estéril. El pellet resultante se resuspendié mediante un vortex y se procedié a

cuantificar el in6culo (Rahman et al., 2004).

7.11.1.2 Cuantificacion del in6culo
La cuantificacion precisa del indculo se llevé a cabo utilizando absorbancia y un
espectrofotémetro VE-5600UV (Velab S.A. de C.V., México). Las lecturas con valores de

absorbancia entre 0.08 y 0.1 a una longitud de onda de 625 nm se equipararon al 0.5 en la escala
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de McFarland (equivalente a 1x108 UCF/mL), siguiendo el criterio establecido por Rahman et

al. (2004).

7.11.1.3 Determinacion de susceptibilidad antibacteriana por el método de dilucion en
agar

El ensayo antibacteriano se realizd con la metodologia de dilucion en agar descrito por
Mistcher et al. (1972), Ortiz (2005), Balouiri (2016). Este enfoque implica la incorporacién de
diversas concentraciones del agente antibacteriano en el medio de agar Mueller Hinton. Para
este estudio, se realizaron diluciones seriadas de extractos metandlicos de hojas y raices, asi
como de fracciones hexanicas, cloroférmicas, de acetato de etilo y acuosas de Tournefortia
hartwegiana. Las concentraciones evaluadas fueron 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.312 mg/mL.
Luego, se afiadié un inoculo bacteriano de 1 pl, con una concentracion celular aproximada de
~1.0x10* UFC, en la superficie de la placa de agar. Para estas pruebas, se emplearon las cepas
bacterianas S. aureus subsp. aureus (ATCC® 25923) y E. coli (ATCC® 25922).

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se considerd como la mas baja concentracion
de extracto que logra inhibir por completo el crecimiento bacteriano en condiciones de
incubacion adecuadas. Para establecer un contexto de control, se afiadié Tetraciclina a una
concentracion de 100 pg/mL como control negativo (-), garantizando la ausencia de crecimiento
bacteriano. En contraste, como control positivo (+), se utilizd una suspensién bacteriana en
prueba. Esto permitié evaluar el crecimiento normal de las bacterias y compararlo con los
extractos en diferentes concentraciones.

La incubacion se realiz en condiciones de aerobiosis a 36 °C. La Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) se identific6 como la concentracion més baja del extracto vegetal en la cual

no se detectd crecimiento al comparar con los controles correspondientes.
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Esta técnica resulta especialmente apropiada para pruebas de susceptibilidad
antibacteriana, especialmente cuando se evaltan maltiples cepas frente a un Unico compuesto,
o cuando el extracto en estudio afecta la deteccion de crecimiento microbiano en medios liquidos

debido a su coloracion (Balouiri et al., 2016).

7.12. Evaluacion de toxicidad de los extractos

7.12.1 Ensayo de toxicidad de los extractos con Artemia salina

El ensayo de toxicidad en Artemia salina se basa en la determinacion de la concentracion
letal media (CLso), que es la cantidad de un producto natural o quimico necesaria para causar la
muerte del 50% de las larvas de Artemia en 24 h bajo condiciones controladas de salinidad,
temperatura, aireacion, luz y pH.

Para el ensayo, los quistes de A. salina fueron eclosionados a una densidad de 4 g/L de
agua purificada libre de cloro, afiadiendo 40 g de sal marina para acuario a un pH de 8 y a una
temperatura cercana a 26 °C durante 48 h. Tras la eclosion, las larvas fueron separadas de los
huevos aun sin eclosionar y luego expuestas a diferentes concentraciones de extractos
previamente diluidos en agua destilada con tween 20 al 5%.

Las concentraciones evaluadas fueron 5: 2,000 pg/mL, 1,000 ug/mL, 500 pg/mL, 250
pg/mL y 125 pg/mL. Los extractos puros y fracciones evaluadas incluyeron extractos
metandlicos (puros) de hoja y raiz (EMH, EMR), Fraccion Hexanica de Hojas, Fraccion
Cloroférmica de Hojas, Fraccion de Acetato de Etilo de Hojas y Fraccion Acuosa de Hojas

(FHH, FCH, FAEH, FAH), asi como Fraccion Hexanica de Raices, Fraccion Cloroférmica de
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Raices, Fraccion de Acetato de Etilo de Raices y Fraccion Acuosa de Raices (FHR, FCR, FAER,
FAR).

El ensayo se llevd a cabo por triplicado, empleando 10 nauplios por tubo de cultivo,
junto con controles. La toxicidad de los extractos se clasifico en funcion de los valores de CLsg
en categorias, como extremadamente toxico, altamente téxico, moderadamente toxico,
ligeramente toxico, practicamente no toxico, relativamente inocuo, siguiendo la metodologia
descrita por Braguini et al. (2019), Fernandez-Calienes Valdés et al. (2009) y la Clasificacion
de toxicidad segin el CYTED (Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el

Desarrollo) (Robles-Garcia et al., 2016), la cual es mostrada en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de toxicidad segin CYTED (Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo)

I Extremadamente tdxico 1-10 ng/mL
I Altamente tdxico 10-100 pg/mL
i Moderadamente toxico 100-500 pg/mL
\Y] Ligeramente toxico 500-1,000 pg/mL
\% Practicamente no toxico 1,000-1,500 pg/mL
Vi Relativamente inocuo >1,500 pg/mL

Este ensayo permitid evaluar de manera precisa la toxicidad de los extractos en Artemia
salina, proporcionando informacion vital sobre sus efectos en organismos vivos bajo

condiciones controladas.
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7.13 Lugar de trabajo

La presente investigacion se desarrolld en tres entornos cientificos cruciales: el
Laboratorio de Biotecnologia, el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Aplicada
pertenecientes a la Facultad de Biologia, y el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad

de Ciencias Quimico Bioldgicas, todos ellos en la Universidad Autdnoma de Sinaloa.

7.14 Financiamiento

Este trabajo de investigacion fue financiado por los integrantes del Cuerpo Académico: Ecologia
Molecular y Biotecnologia: Dr. Samuel Campista Ledn y la Dra. Luz Isela Peinado Guevara.
Ademas se contd con una beca de manutencion del Consejo Nacional de Humanidades Ciencias

y Tecnologias (CONAHCyT).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Identificacion taxondmica, rendimiento de extractos, caracterizacion fitoquimica y
analisis de suelo

8.1.1 Identificacion de especimenes botanicos de Tournefortia hartwegiana

Se identificaron y donaron dos especimenes botanicos que se han incorporado a la
valiosa coleccion del Herbario Jesus Gonzélez Ortega, perteneciente a la Facultad de Agronomia
de la Universidad Auténoma de Sinaloa. Estos especimenes se registraron con los nimeros de

voucher 026073 y 026075 (Figura 3).

Figura 3. Especimenes de Tournefortia sts Gonzalez
Ortega.
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8.1.2 Rendimiento de los extractos metanolicos y fracciones

Para el EMH se obtuvo un 20% de rendimiento, es decir 20 g por 100 g de base seca y
para EMR un 22% (22 g por 100 g de base seca). Se tomaron 10 g de los EM’s y se fraccionaron
por particion liquido-liquido, los rendimientos obtenidos para cada fraccion se observan en el

Cuadro 2.

Cuadro 2. Rendimientos de los extractos y fracciones

Extractos Rendimiento % (g/100 g base seca)

Extracto metandlico de hojas 20% (20)

Extracto metanolico de raices 22% (22)

Fracciones Rendimiento % (g/10 g base seca)

Fraccion hexanica de hojas 6.7% (0.67)
Fraccion cloroférmica de hojas 6.9% (0.69)
Fraccion acetato de etilo de hojas 0.1% (0.01)
Fraccion acuosa de hojas 1.3% (0.13)
Fraccion hexanica de raices 0.15% (0.015)
Fraccion cloroférmica de raices 0.7% (0.07)
Fraccion acetato de etilo de raices 0.9% (0.09)
Fraccion acuosa de raices 1.0% (0.10)
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8.1.3 Analisis fitoguimico en el extracto y fracciones de hojas de Tournefortia
hartwegiana

Se observo una variada presencia de compuestos fenolicos. La FAH mostré una fuerte
presencia de estos compuestos, mientras que en el EMH y la FCH se encontré una presencia
moderada. Por otro lado, la FAEH exhibi6 una baja presencia, y en la FHH no se detectaron
compuestos fendlicos.

En cuanto a los taninos, no se encontraron en las FHH, FCH ni FAH. Sin embargo, se
identifico una débil presencia en FAEH y una moderada en EMH.

Los compuestos flavonoides no estuvieron presentes en FHH ni FAH, pero se detecto
una débil presencia en FCH y FAEH, y moderada en EMH.

En relacion a las saponinas, se encontraron ausentes en las fracciones FCH y FAEH, con
una débil presencia en EMH y una moderada presencia en FHH y FAH.

La familia de compuestos de terpenos mostré una moderada presencia en el EMH, FHH
y FCH, mientras que se registré una débil presencia en FAEH y FAH.

Por dltimo, en cuanto a los alcaloides, se observo su ausencia en EMH, FAEH y FAH,

y una moderada presencia en FHH y FCH (Figura 4, Cuadro 3).
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Figura 4. Tamizaje fitoquimico; reacciones en tubo del EMH. a) Control, b) fendlicos (cloruro
férrico al 10%) positivo color oscuro, c) taninos (gelatina y sal) precipitado positivo d)
flavonoides (Shinoda) presencia débil e) saponinas (espuma) negativo f) terpenos (Liebermann-
B.) positivo precipitacion g) terpenos (Salkowski) positivo h) alcaloides (Mayer) negativo i)
alcaloides (Wagner) negativo j) alcaloides (Dragendorff) negativo.
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Cuadro 3. Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de hojas y fracciones de Tournefortia hartwegiana Steud.

Familia de compuestos/ Prueba

Extracto Fenolicos/Cloruro Taninos/ Flavonoides/Shinoda Saponinas/Prueba  Terpenos/Liebermann-  Alcaloides/Dragendorff,
férrico Gelatina espuma Burchard Mayer, Wagner
y sal

EMH (++) (++) (+) (++) Q)

FHH ¢) ) (++) (++) (++)

FCH (++) ) ) (++) (++)

FAEH ) (+) ) (+) ¢)

FAH (+++) ) (++) (+) )

EMH: Extracto metandlico de hoja; FHH: Fraccion hexanica de hoja; FCH: Fraccion cloroformica de hoja; FAEH: Fraccion acetato

de etilo de hoja; FAH: Fraccion acuosa de hoja.

(+) Metabolito presente, (-) Metabolito ausente. La positividad o negatividad de cada prueba se determiné mediante la observacion y
comparacion con un control, la presencia se clasifica en (+) debil, (++) moderado, (+++) fuerte.
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8.1.3.1 Andlisis fitoquimico en el extracto y fracciones de raiz de Tournefortia
hartwegiana

El analisis fitoquimico de las raices de T. hartwegiana revel6 la presencia de diversos
compuestos en el extracto y las diferentes fracciones. En el EMR y las FCR, FAER y FAR, se
observd una moderada presencia de compuestos fenolicos. Por otro lado, la FHR no mostrd
presencia de estos compuestos, ver Cuadro 4.

Los taninos estuvieron ausentes en las FHR y FCR. Sin embargo, se identificé una débil
presencia en FAER y FAR, y una moderada presencia en el extracto EMR.

En cuanto a los compuestos flavonoides, se detectd una débil presencia en el extracto
EMR Yy las FCR y FAER, pero estuvieron ausentes en las FHR y FAR.

Las saponinas no se encontraron en el extracto EMR ni en las fracciones FHR y FAR.
Se registré una débil presencia en FAER y una moderada presencia en FCR.

Los terpenos tuvieron presencia moderada en el EMR y la FAER, con una débil
presencia en las FHR y FCR, y ausencia en la FAR.

Finalmente, los alcaloides estuvieron ausentes en el EMR y las FHR, FAER y FAR, pero

se identificé una debil presencia en FCR (Figura 5).
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Figura 5. Tamizaje fitoquimico; reacciones en tubo del EMR. a) Control, b) fendlicos (cloruro
férrico al 10%) positivo color oscuro, ¢) taninos (gelatina y sal) precipitado color claro positivo,
d) flavonoides (Shinoda) presencia débil, e) terpenos (Liebermann-B.) precipitacion indica
positivo, f) Saponinas (espuma) negativa, g) alcaloides (Test de Mayer) negativo, h) alcaloides
(Test de Wagner) negativo, i) alcaloides (Test de Dragendorff) negativo.
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Cuadro 4. Tamizaje fitoquimico del extracto metandlico de raices y fracciones de Tournefortia hartwegiana

Familia de compuestos/ Prueba

Extracto Fenolicos/Cloruro Taninos/ Flavonoides/Shinoda Saponinas/Prueba  Terpenos/Liebermann-  Alcaloides/Dragendorff,
férrico Gelatina espuma Burchard Mayer, Wagner
y sal
EMR (++) (++) (+) ) (++) )
FHR Q) Q) Q) Q) (+) Q)
FCR (++) ) (+) (++) (+) (+)
FAER (++) (+) (+) (+) (++) )
FAR (++) (+) Q) ) Q) Q)

EMR: Extracto metandlico de raiz; FHR: Fraccién hexanica de raiz; FCR: Fraccion cloroférmica de raiz; FAER: Fraccidn acetato de
etilo de raiz; FAR: Fraccién acuosa de raiz.

(+) Metabolito presente, (-) Metabolito ausente. La positividad o negatividad de cada prueba se determin mediante la observacion y
comparacién con un control, la presencia se clasifica en (+) débil, (++) moderado, (+++) fuerte.
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Durante el andlisis de los EM’s, se confirmé por TLC la presencia de la familia de
compuestos flavonoides, taninos y terpenos en ambos tipos de extractos (Cuadro 5). Sin
embargo, se detectd la ausencia de alcaloides en ambas muestras (Figura 6).

Es importante destacar que no se encontraron cumarinas en el extracto EMH, el analisis
de cumarinas en el extracto EMR no se llevo a cabo en este estudio.

Las fracciones de hojas mostraron resultados diferentes al mostrar por primera vez
alcaloides en las FHH y FCH, que pudieron confirmarse mediante cromatografia en capa fina
con el reactivo de Dragendorff.

La FHH dio positivo para flavonoides, terpenos y alcaloides. La FCH fue negativa para
flavonoides y positiva para terpenos y alcaloides. La FAEH fue positiva para flavonoides y
terpenos y negativa alcaloides. La FAH fue positiva para terpenos y negativa para flavonoides

y alcaloides.

La FCR mostré resultado positivo para alcaloides con el revelador Dragendorff con la
fase movil 6:4 cloroformo-acetato, asi como también mostré resultado positivo para presencia

de flavonoides y terpenos por medio de esta metodologia de confirmacion.

En las FHR y FAER se confirm6 la presencia de terpenos con la fase movil 6:4

cloroformo-acetato y el revelador Liebermann-Burchard.

La FAER mostro resultado positivo para flavonoides con la fase mavil 6:4 cloroformo-
acetato y el revelador Natural products. Las FHR, FAER y FAR son negativas para alcaloides

en todas las pruebas realizadas (Figura 6 y Cuadro 5).
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Figura 6. Cromatografia en capa fina (TLC) para alcaloides revelados con Dragendorff. a) EMR
negativo, b) EMH negativo, ¢) FCH positivo, d) FCR positivo.
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Cuadro 5. Cromatografia en capa fina (TLC) de los extractos metanolicos y fracciones de hoja y raiz de Tournefortia hartwegiana

Familia de compuestos/ Prueba

Extracto  Flavonoides/Revelador  Terpenos/Liebermann- Alcaloides/Dragendorf

evaluado  Natural products B.

EMH (+) (+) )
FHH (+) (+) (+)
FCH 0 (+ (+
FAEH (+) +) )
FAH ) (+) 0
EMR (+) (+) )
FHR ) (+) )
FCR (+) (+) +)
FAER (+) (+) )
FAR () () ()

EMH: Extracto metandlico de hoja; FHH: Fraccion hexanica de hoja; FCH: Fraccion cloroférmica de hoja; FAEH: Fraccién acetato
de etilo de hoja; FAH: Fraccién acuosa de hoja. EMR: Extracto metanolico de raiz; FHR: Fraccion hexanica de raiz; FCR: Fraccion

cloroférmica de raiz; FAER: Fraccion acetato de etilo de raiz; FAR: Fraccion acuosa de raiz.

(+) Metabolito presente, (-) Metabolito ausente. La positividad o negatividad de cada prueba se determiné mediante la observacion y

comparacién con un control, la presencia se clasifica en (+) débil, (++) moderado, (+++) fuerte
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8.1.4 Composicion fisicoquimica del suelo en el area de colecta de Tournefortia
hartwegiana

El suelo tuvo una composicion de arcilla 15%, arena 75% y limo 10%, lo que lo
clasifica como franco-arenoso en cuanto a su textura. Se registro un pH de 7.84 en una
relacion de 1:1 con agua, lo que se considera moderadamente alcalino y se encuentra fuera
del rango ideal de 6.0-7.5. El pH éptimo para el suelo se encuentra en el rango de 6.0 a 6.5,
donde los nutrientes son mas facilmente disponibles para las plantas (Garrido-Valero, 1993).
Se determiné un contenido de materia organica del 0.94%, lo cual se considera
moderadamente bajo para un suelo de textura gruesa franco-arenosa. La conductividad
eléctrica (CE) se midi6 en 0.55 mS/cm mediante el método electrométrico, y se encuentra
por debajo del rango ideal de 1.5-2.5 mS/cm. La CE refleja la concentracion de sales solubles
en el suelo y su valor suele aumentar con una mayor concentracion de sales. Se obtuvo un
porcentaje de sodio intercambiable (PSI) del 0.12%, que se encuentra dentro del rango
normal, ya que mayor a 15% se considera que el suelo puede presentar problemas de
solidificacién. El PSI afecta la conductividad hidraulica del suelo y, en este caso, no indica
una restriccion significativa al movimiento del agua y oxigeno en el perfil del suelo. El
porcentaje de saturacion (PS), que representa la maxima cantidad de agua que el suelo puede
retener, presenta valores cercanos o menores a 10% para suelos arenosos y valores de hasta
150% para suelos muy arcillosos o con altos porcentajes de materia organica (Castellanos et
al., 2000); se calcul6 en 31.20%, por encima de lo esperado para suelos de arena gruesa y
sugiere una capacidad de retencion de agua mayor de lo tipico para este tipo de suelo. La
capacidad de intercambio cationico (CIC) se determind en un 48.13%. Una CIC mas alta

indica una mayor capacidad del suelo para retener elementos esenciales para el crecimiento
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de las plantas. Segun la clasificacion de Garrido-Valero (1993), este suelo se considera muy

rico en capacidad de intercambio cationico (Anexos 1y 2).

8.1.5 Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos metandlicos y
fracciones de Tournefortia hartwegiana mediante el método de dilucion en agar

El EMH mostré una CMI de 5 mg/mL frente a la cepa E. coli ATCC 25922 y también
de 5 mg/mL para S. aureus ATCC 25923 (ver Cuadro 6 y Figura 7).

En cuanto a las fracciones, las FHH, FCH y FAEH tuvieron una concentracion
minima inhibitoria de 10 mg/mL para E. coli, mientras que la FAH no mostré actividad a la
concentracion maxima evaluada y se representd como mayor a 10 mg/mL en Cuadro 6.

Para S. aureus, las FHH y FCH presentaron una CMI de 10 mg/mL, mientras que las
FAEH y FAH no mostraron actividad antibacteriana en el ensayo y se sugiere que la CMI

podria ser mayor a 10 mg/mL.
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Cuadro 6. Actividad antibacteriana de los extractos y fracciones de Tournefortia
hartwegiana mediante el método de dilucion en agar

Extracto

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923

Concentracion Minima Inhibitoria

Extracto metandlico de hojas 5 mg/mL 5 mg/mL
Fraccion hexénica de hojas 10 mg/mL 10 mg/mL
Fraccion cloroférmica de hojas 10 mg/mL 10 mg/mL
Fraccion acetato de etilo de hojas 10 mg/mL >10 mg/mL
Fraccion acuosa de hojas >10 mg/mL >10 mg/mL
Extracto metandlico de raices 5 mg/mL 5 mg/mL
Fraccion hexanica de raices 5 mg/mL 10 mg/mL
Fraccion cloroférmica de raices 5 mg/mL 2.5 mg/mL
Fraccion acetato de etilo de raices 2.5 mg/mL 0.625 mg/mL
Fraccion acuosa de raices 5 mg/mL 2.5 mg/mL
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Figura 7. Dilucion en agar del extracto metanolico de hojas. Cada placa muestra a la izq. E.
coli y a la der. S. aureus. Se puede observar en las concentraciones C5 y C6 completa
inhibicion del crecimiento bacteriano de las dos cepas, asi como crecimiento en control
positivo e inhibicion en control negativo. C1: 0.3125 mg/mL, C2: 0.625 mg/mL, C3: 1.25
mg/mL, C4: 2.5 mg/mL, C5: 5Smg/mL, C6: 10 mg/mL.
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El EMR present6 una CMI de 5 mg/mL contra la bacteria E. coli ATCC 25922 y de
5 mg/mL para S. aureus ATCC 25923 (Cuadro 6 y Figura 8).

Por otro lado, las fracciones de raices mostraron un mejor resultado inhibitorio en
comparacién con las fracciones de hojas. Las FHR, FCR y FAR tuvieron una CMI de 5
mg/mL, y la FAER mostré una CMI de 2.5 mg/mL para E. coli ATCC 25922.

En el caso de S. aureus ATCC 25923, la FHR mostré inhibicion a una concentracion
de 10 mg/mL, las FCR y FAR mostraron CMI de 2.5 mg/mL, mientras que la FAER mostrd

una CMI a una concentracion de 0.625 mg/mL (Figura 9).

\
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Figura 8. Dilucion en agar del extracto metandlico de raices. Cada placa muestra a la
izquierda E. coli y a la derecha. S. aureus. Se puede observar en las concentraciones C5 y C6
completa inhibicién del crecimiento bacteriano de las dos cepas, asi como crecimiento en
control positivo e inhibicion en control negativo. C1: 0.3125 mg/mL, C2: 0.625 mg/mL, C3:
1.25 mg/mL, C4: 2.5 mg/mL, C5: 5mg/mL, C6: 10 mg/mL.
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Figura 9. Dilucion en agar de la fraccion de acetato de etilo de raiz (FAER). Cada placa
muestra a la izq. E. coli y a la der. S. aureus. Se puede observar en las concentraciones C1 a
C5 inhibicion de crecimiento de S. aureus y C1 a C4 inhibicion del crecimiento de E. coli.
C1:0.3125 mg/mL, C2: 0.625 mg/mL, C3: 1.25 mg/mL, C4: 2.5 mg/mL, C5: 5mg/mL, C6:
10 mg/mL.
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8.1.6 Determinacion de la toxicidad de los extractos y fracciones de Tournefortia
hartwegiana

8.1.6.1 Andlisis in vitro en Artemia salina

Se calcularon los valores de la CLso (Concentracion Letal 50) de las muestras de
prueba mediante el analisis Probit, siguiendo el enfoque de Finney (1971). Todos estos
analisis se llevaron a cabo utilizando el software SPSS® para Windows®. Se considero6 que
existia significancia estadistica cuando se obtenia un valor de p < 0.05, siguiendo el criterio
establecido por Braguini (2019). Es importante destacar que, en el bioensayo realizado por
triplicado, todos los extractos y fracciones evaluadas a una concentracién maxima de 2,000
pug/mL demostraron ser no toxicas o relativamente inocuas. Esto se evidencié debido a la
falta de mortalidad observada en los nauplios de Artemia salina durante el proceso (Cuadro

7, Figuras 10 y 11).
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Cuadro 7. Analisis de toxicidad de los extractos metanolicos y fracciones de Tournefortia

hartwegiana

Concentraciéon pg/mL.  Grado de toxicidad

Extracto metanodlico de hojas

Fraccién hexanica de hojas

Fraccion cloroférmica de hojas

Fraccién acetato de etilo de hojas

Fraccién acuosa de hojas

Extracto metandlico de raiz

Fraccion hexanica de raiz

Fraccién cloroféormica de raiz

Fraccion acetato de etilo de raiz

Fraccion acuosa de raiz

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

2,000 pg/mL

No téxico

No toxico

No toxico

No téxico

No toxico

No toxico

No téxico

No toxico

No téxico

No toxico
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Figura 10. Nauplios de Artemia salina con 24 h de desarrollo después de eclosionar.

Figura 11. Ensayo de toxicidad con Artemia salina. De izquierda a derecha se observan los
tubos control con sal de mar y tween 20 al 5%, y las concentraciones de mayor a menor de
2,000 a 125 pg/mL de extracto metanodlico de raices (color &mbar) y extracto metandlico de
hojas (color verde).
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IX. DISCUSION

Este estudio aborda por primera vez un analisis integral de identificacion de
metabolitos secundarios, actividad antibacteriana y evaluacion de la toxicidad in vitro de la
especie Tournefortia hartwegiana en Meéxico. Por lo anterior en términos generales se espera
que este estudio no solo enriquezca nuestro conocimiento sobre los tres puntos arriba
mencionados, sino también proporcione un sélido respaldo para la continuacion de estudios
futuros de la especie y posible desarrollo de farmacos antimicrobianos, dado la actual
resistencia de los antibidticos (Gonzalez-Aleman, 2013; Gonzalez-Mendoza et al., 2019) y
la necesidad actual de encontrar nuevos principios activos que lleven a la generacién futura

de nuevos antibidticos (Gonzalez-Mendoza et al., 2019).

9.1 Rendimiento de extraccion e Identificacion de Metabolitos Secundarios

En la familia Boraginaceae, a la que pertenece la especie evaluada, existen pocos
estudios enfocados a obtener el rendimiento e identificacion de metabolitos secundarios con
fines medicinales (Gabriel-Suarez et al., 2002; Serrano-Mucifio. 2013; Lina-Garcia, 2020).
Por ejemplo, Gabriel-Suarez (2002) encontr6 en su estudio diferencias en los resultados de
rendimientos de extraccion obtenidos con diferentes solventes como cloroformo, metanol y
agua, para hojas de Tournefortia hirsutissima, observando que la extraccion con metanol
metanolica fue la mas eficiente al mostrar el mas alto rendimiento de extraccion con 9.74%,
seguida de la extraccién con agua y cloroformo, esto coincide con el resultado obtenido en
el presente estudio donde para esta parte de la planta (hojas) se obtuvo mayor rendimiento de
extraccién con metanol (20%), y difiriendo en el orden del rendimiento conseguido con

cloroformo 6.9 % y agua 1.3 %, esto puede deberse a que no se realiz6 una extraccion inicial
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con estos solventes, sino que se obtuvieron a partir de un fraccionamiento escalonado donde

la solucion acuosa fue la ltima que se empled, logrando un menor rendimiento de extraccion.

Recientemente en el estudio de la planta Dodonaea viscosa realizado por Serrano-
Mucifio (2013) el autor encontr6 que al extraer de tallos, hojas y frutos con solventes como
metanol, agua, hexano y acetato de etilo, los maximos rendimientos se obtuvieron en la
extraccion con metanol y agua, siendo las hojas las que tienen un rendimiento mayor de
aproximadamente el 10.3%. En T. hartwegiana las hojas junto con la raices presentan un
mayor rendimiento especialmente con solventes como metanol, sin embargo difiere en
relacion a cloroformo y demas solventes utilizados, una posible explicacion para la especie
en estudio es que los factores ambientales especificamente humedad, temperatura y
propiedades del suelo, podrian ejercer algun tipo de balance funcional, en otras palabras la
asignacion de biomasa en hojas y raices dependeria de la disponibilidad de recursos como lo
explican en su estudio Camargo y Rodriguez (2006). En este sentido una probable
explicacion para este estudio podria ser que T. hartwegiana, dependiendo de la disponibilidad
de recursos (i.e., macronutrientes, luz, etc.) para su sobrevivencia, asignara recursos en
biomasa hacia hojas y/o raices, lo que explicaria las diferencias con lo que reporta la

literatura.

Con respecto a los metabolitos secundarios presentes en la familia Boraginaceae,
diversos estudios han reportado la identificacion de triterpenoides (Chen et al., 2017),
pirrolizidinas (Stegelmeier et al., 1999; Stegelmeier, 2011), y flavonoides (Diao et al., 2019),
como lo encontrado en este estudio en hojas y raices. Si bien en este estudio no se puede
saber qué tipo de alcaloides existen en las fracciones de hojas y raices donde se detectaron,

en un estudio previo Moran-Palacio y colaboradores (2014), utilizando cromatografia liquida
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de alta eficiencia (HPLC), encontraron acido aspartico, precursor de alcaloides en T.
hartwegiana., por lo anterior es necesario explorar en futuros estudios con herramientas
como HPLC en la especie, para determinar los alcaloides presentes y su concentracion en
distintas partes de la planta y diversas condiciones ambientales y entender méas su funcion

bioldgica en la especie y futuras aplicaciones biomédicas.

9.2 Actividad antibacteriana

Los resultados de la inhibicidn del crecimiento bacteriano de las cepas S. aureus
(ATCC® 25923™) y E. coli (ATCC® 25922™) encontrados en este estudio sugieren que
la hipdtesis planteada en este trabajo sobre la actividad antibacteriana de los extractos
metanolicos y las fracciones de hojas y raices de Tournefortia hartwegiana Steud. en Sinaloa
es correcta. Por lo anterior, encontramos sustancias potencialmente bactericidas tanto para
bacterias Gram positiva como Gram negativas. Lo anterior corresponde con lo encontrado en
estudios previos con especies de esta familia (Leos-Rivas, 2010; Schwechheimer y Kuehn,
2015) en especial en bacterias Gram negativas. En este sentido Schwechheimer y Kuehn,
(2015) reportan que este tipo de bacterias presentan vesiculas en la membrana plasmatica,
las cuales les permiten interactuar con su entorno y esto conlleva a promover su
patogenecidad y sobrevivencia en condiciones de estrés, siendo pocos los extractos obtenidos
de especies vegetales que pueden impedir el crecimiento de las bacterias Gram negativas
(Encarnacion-Dimayuga et al., 1998), en este sentido la especie en estudio representa una de
ellas, por lo que se sugiere estudios mas profundos que lleven en algin momento al desarrollo

de nuevos farmacos.

Asimismo, Ortiz et al. (2005), encontraron que los extractos de partes aéreas de T.

hartwegiana obtenidos con hexano, diclorometano y metanol no mostraron actividad
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antibacteriana mediante el método de Mistcher (dilucion en agar) a una concentracion de
6.25 mg/mL en las especies Enterococcus faecalis (cepa local), Salmonella typhi (ATCC
6539), S. aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), E. coli (ATCC
25922) y Bacillus cereus (ATCC 11778). También, Osuna et al. (2008) evaluaron cinco
plantas contra varias cepas ATCC, y el EM de Tournefortia densiflora y encontraron
actividad contra E. coli ATCC 25922 a una concentracion de 16 mg/mL. Sin embargo, en
este trabajo los EMH y EMR mostraron una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 5
mg/mL para las cepas S. aureus (ATCC® 25923™) y E. coli (ATCC® 25922™), Esta
diferencia en resultados con lo reportado en la literatura puede deberse a errores
metodoldgicos y/o diferencia en la cantidad de metabolitos entre las especies y/o estadios de

maduracién de hojas y raices, aspecto que debe ser explorado.

Por otro lado, el fraccionamiento de los EM’s mediante particion de fases liquido-
liquido ha demostrado ser eficaz para obtener fracciones de polaridad diversa, y estas
fracciones han mostrado actividad antibacteriana. Las fracciones que presentaron los mejores
resultados de inhibicion fueron las obtenidas con acetato de etilo (2.5 mg/mL para E. coli y
0.625 mg/mL para S. aureus), y cloroformo (5 mg/mL para E. coli y 2.5 mg/mL para S.
aureus) del EMR. Una explicacién podria ser debida en parte a la presencia de compuestos
transportados en estas fracciones, entre los cuales se encuentran los alcaloides, que tienen
una gran actividad bioldgica, como actividad anticancerigena (Wang et al., 2017) y actividad
antibacteriana (Faizi et al.,, 2003; Wang et al., 2017), y terpenos, que se encuentran
principalmente en los aceites esenciales y cuya actividad antibacteriana también ha sido

ampliamente documentada como lo demuestra en su trabajo Gu y colaboradores en el 2014.
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Es importante destacar que la actividad antibacteriana reportada en este estudio constituye
un nuevo registro de actividad bioldgica para esta especie, ya que investigaciones anteriores
(Ortiz et al., 2005; Ortiz et al., 2007) se centraron en la actividad hipoglucémica de esta

planta.

9.3 Toxicidad

Existen pocos reportes en la literatura que brinden informacion sobre la potencial
toxicidad de esta especie, por ejemplo Ortiz y colaboradores (2005) reportaron que no se
encontro citotoxicidad con CLso de 1,000 ppm en extractos obtenidos con hexano,
diclorometano y metanol en un bioensayo con Artemia salina. Algo similar a lo encontrado
en este estudio el cual no presento toxicidad de los extractos metanolicos y fracciones a
concentraciones de 2,000 pg/mL en el ensayo con A. salina, por lo que es clasificada dentro
del rango no tdxico o relativamente inocuo de acuerdo con Robles-Garcia et al., (2016), lo
que sugiere que su consumo en la medicina tradicional no representa ningin un riesgo para

la salud humana.

9.4 Anélisis de suelo

El andlisis de suelo en el area de estudio proporcion6 informacion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, las cuales segun la interpretacion de la bibliografia
especializada (Garrido-Valero, 1993; Castellanos, 2000), se encuentran dentro de los rangos
con condiciones bioticas y abioticas idoneas para el desarrollo y sobrevivencia de la especie
en estudio. Este resultado es inesperado, dado que el area de muestreo seleccionada para este
estudio es un terreno perturbado, parcialmente cubierto con materiales de construccion, en
un entorno urbano. Lo anterior parece sugerir que la especie tiene una gran adaptabilidad a

la perturbacion, ademas que es muy poco lo que se conoce de su biologia.
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Asimismo, hay pocos estudios al respecto, por ejemplo Panchenko et al., (2022), que
explica que algunas especies de la familia Boraginaceae (i.e., Lithospermum arvense, Nonea
pulla, Asperugo procumbens, Lappula myosotis) fueron estudiadas por primera vez como
especies con potencial de remediacion de suelos, incluso en suelos contaminados con
petréleo. En este estudio, se encontré que el contenido relativamente alto de nitrégeno
amoniacal en la rizésfera sugiere un alto potencial de tolerancia y uso potencial de la especie
para remediacion en entornos contaminados por petréleo. Por Gltimo, la capacidad de estas
plantas para sintetizar varios metabolitos secundarios, incluyendo antioxidantes, puede
ayudar a superar el estrés causado por la contaminacion y contribuir a su degradacion

(Panchenko et al., 2022).
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X. CONCLUSIONES
- En el EMH destacan mayoritariamente compuestos fenolicos, taninos y flavonoides
los cuales pueden estar asociados a actividad antibacteriana, asi como terpenos y
saponinas en menor cantidad asociados a actividad antibacteriana sin mostrar toxicidad.
Por otro lado, en el EMR destacan mayoritariamente los compuestos fenélicos como
taninos que pueden estar asociados a actividad antibacteriana.
- Enlas FAER y FAR destaca la presencia de compuestos fendlicos, mientras que en
las fracciones de hojas destaca presencia de terpenos en la FCH y FHH asociados a
actividad antibacteriana y de alcaloides reconocidos como potentes analgésicos y con
actividades bioldgicas diversas.
- Los MS detectados en T. hartwegiana presentan actividad antibacteriana frente a E.
coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, en donde se observo que los constituyentes
mas activos son aquellos que se encuentran en las fracciones obtenidas por
fraccionamiento con solventes no polares como hexano y cloroformo y de polaridad media
como acetato de etilo, esto demuestra que los extractos vegetales, en especial el extracto
de raices de Tournefortia hartwegiana, pueden ser una fuente de nuevos agentes
antibacterianos para inhibir o reducir el crecimiento de bacterias patégenas.
- El ensayo de toxicidad in vitro con nauplios de Artemia salina, mostr6 que tanto los
extractos metandlicos y las fracciones de hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua, de
hojas y raices de T. hartwegiana son relativamente inocuos o no toxicos, por lo que su
consumo no representa un riesgo para las personas que lo utilizan para curar afecciones
de tipo infeccioso por bacterias de acuerdo con la forma de empleo de la planta como

remedio en la medicina tradicional de Sinaloa.
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XI. PERSPECTIVAS

Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto metanolico
de hoja y raiz de Tournefortia hartwegiana y caracterizarlos por espectrometria de
masas (GC-MS), espectroscopia infrarroja (IR) y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) H y Carbono-13.

Determinar la toxicidad subcrénica del extracto metanolico de hoja y raiz de T.
hartwegiana en un modelo in vivo por administracion continua (90 dias).

Evaluar el efecto antibacteriano del EM y fracciones de T. hartwegiana en bacterias
patdgenas multirresistentes a antibidticos.

Establecer un cultivo in vitro de la especie T. hartwegiana.

Inducir produccion de metabolitos secundarios de interés de la planta T. hartwegiana

en condiciones in vitro.
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XI1. ANEXOS

Andlisis fisicoquimico de suelo en el area de colecta de Tournefortia hartwegiana

Resultados

Parametros Fisicos Resultado Niveles
pH (Potenciometrico) 7.84 6.0-7.5
Conductividad Elécirica mSfcm (Electrométrico) 0.55 1.5-2.5 mSfcm
Relacion de Absorcion de Sodio 0.59 <5
Porciento Sodio Intercambiable (%) 0.12
Porcentaje de Saturacion (%) 31.20
Capacidad de Campo 16.48
Punto de Marchitez Permanente 9.80

Aniones () ppm Meg/L Mmol/L Niveles
Nitratos NOy- (Brusina) 283 0.05 0.05 3-8 MegiL
Fosforo de fosfatos 0.32 0.01 0.0 3-5 ppm
Fosfato Diacido HzPOu (Morgan) 1.00 0.01 0.01
Sulfatos SO« (Turbidimetrico) 3746 0.78 0.39 3-6 Meg/L
Carbonatos CO32 (Titulacion) 0.00 0.00 0.00 0 Meg/L
Bicarbonatos HCOy (Titulacién) 23184 3.80 3.80 0.5-3.0 Meg/L
Cloruros CI- (Mohr) 4254 120 1.20 <10.0 Meg/L
Suma de Aniones 5.84
Cationes (+) ppm Meg/L MmollL Niveles
Sodio Na* (Seluble A Atomica) 20.00 0.87 0.87 <10.0 Meg/L
Potasio K- (Soluble A. Atémica) 19.00 049 0.49 1.5-3.0 Meg/L
Calcio Ca*? (Soluble A. Atdmica) 77.00 384 1.82 4.0-10.0 Meg/L
Magnesio Mg+? (Soluble A. Atdmica) 7.00 058 0.29 2.0-5.0 MeglL
Suma de Cafiones 5.77
Microelementos ppm pmeol/L Niveles
Fiemo Fe? (DTPA) 9.10 162.97 5-30 ppm
Zinc Zn+2 (DTPA) 5.50 84.10 3-10 ppm
Cobre Cu+2(DTPA) 220 34.62 0.8-3 ppm
Manganeso Mn*? (DTPA) 280 50.97 5-15 ppm
Boro B+ (Azometina-H) 0.19 17.58 0.3-1.5 ppm
Relacion Nutricional Meq/L Nivel
NOs/K+ 0.09 15-25-
K+/Cat+ 013 03-05-
Cat+iMg++ 6.67 20-25-
K+/Mg++ 0.84 05-075-
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Anédlisis de fertilidad completo de suelo en el area de colecta de Tournefortia

hartwegiana

Resultados

Parametros Fisicos Resultado Niveles

pH 1:1 (H:0) ] 6-75
Conductividad Eléctrica | mSfem) 0.55 1.5-2 5 mSicm
Materia Organica (%) 0.84
Textura Franco - Arenosa
Arcilla (%) 15.00
Arena (%) 75.00
Limo (%) 10,00

Aniones (- ppm Nivel
Nitrogena Nitrico MN-NOy  (Brusina) 7.20 20-40 ppm
Fosforn de Fosfatos P-POs (Olsen) 730 20-30 ppm
Azufre de Sulfatos 5-5042(Turbidimetrioo) 30,00 60-100 pprn

Cationes (+) ppm Meg/100 gr. % Base Saturada Niveles
Sodio Na* (AcNH4 pH 7.0) 52.00 0.23 0.47 <150 ppm
Potasia K- (AcNH4 pH 7.0) 273.00 0.70 145 100-250 pem
Calcio Ca* (Ac.NH4 pH 7.0) 8.980.00 4490 8328 1500-3500 ppm
Magnesio Mg+ (Ac.NH4 pH 7.0) 200,00 239 480 200-500 ppm
Capacidad de Intercambio Cationico 4813

Observaciones

erificado conc. de Ca.
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