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. RESUMEN

Las enfermedades crénico-degenerativas (ECD) presentan una alta morbilidad y
mortalidad y son un grave problema de salud publica en el mundo. Las causas de las
ECD resultan de la combinacion de factores genéticos y ambientales. Paralelamente,
las enfermedades infecciosas estan ganando relevancia debido a la adaptacién y
resistencia de patdégenos a los antimicrobianos, en parte debido al uso excesivo de
estos agentes y a las condiciones de higiene en algunos paises. El tratamiento de
estas enfermedades se vuelve cada vez mas complejo y menos efectivo. Por lo tanto,
la busqueda de terapias alternativas eficaces, accesibles y con menos efectos
secundarios es una prioridad global. En este contexto, las plantas son una fuente
valiosa de compuestos bioactivos con potencial terapéutico y México posee una rica
diversidad de plantas. La familia Crassulaceae, en particular el género Graptopetalum,
ha sido poco estudiada, pero se ha demostrado que algunas de sus especies, como
G. paraguayense, tienen propiedades benéficas contra las ECD y las enfermedades
infecciosas. Con base a lo anterior, el objetivo de esta investigacién fue evaluar la
composiciéon quimica (fitoquimico, GC-MS y HPLC-ESI-MS) y las actividades
biolégicas  (antioxidante, inhibitoria de a-glucosidasa, inmunomoduladora,
antimicrobiana, antiparasitaria contra Giardia duodenalis y toxicidad) de tres especies
de Graptopetalum nativas de Sinaloa (G. sinaloensis, G. rusbyi, G. occidentale). Las
especies de Graptopetalum mostraron un contenido elevado de compuestos fendlicos
(88.2-133.3 mg EAG/g EM). El analisis por GC-MS indico la presencia de y-sitosterol
y a-tocoferol como compuestos mayoritarios, mientras que en el analisis por HPLC-
MS mostr6 como componentes principales a flavonoides (derivados de quercetina,
kaempferol, miricetina, luteolina), acidos fendlicos (derivados de acidos cumarico,
cafeico y siringico), y taninos (hidrolizables y condensados). Las especies mostraron
una alta actividad antioxidante (umol ET/g b.f.) por los métodos DPPH (39.9-71.2) y
ABTS (57.7-119.7). Los EMs presentaron actividad inmunomoduladora sobre la
proliferacion de esplenocitos de ratdn, resultando superior al mitdgeno LPS. Ademas,
la actividad inhibitoria de a-glucosidasa (ICso0, pg/mL) de los EMs (ICso 72.3-126.9) fue
mejor que el de acarbosa (968.9). Los EMs de Graptopetalum mostraron actividad
antibacteriana unicamente contra cepas Gram positivas (CIMs < 250 pg/mL). Sin
embargo, fueron inactivas contra trofozoitos de G. duodenalis a la concentracion
maxima evaluada (500 pg/mL). Las especies fueron inocuas en el ensayo de Artemia
salina (CLso > 2000 ppm) y de toxicidad aguda en raton (DLso > 2 g/kg p.c.). La
composicién quimica y actividades biologicas de las tres especies de Graptopetalum
de Sinaloa sugieren su potencial para tratar ECD y enfermedades infecciosas. Por lo
tanto, se requieren estudios adicionales para demostrar dicho potencial y establecer e
implementar estrategias de aprovechamiento sustentable para las especies de
Graptopetalum de Sinaloa.

(Palabras clave: Enfermedades cronico-degenerativas e infecciosas, alternativa
terapéutica, compuestos bioactivos)



Il. ABSTRACT

Chronic-degenerative diseases (CDD) pose a high morbidity and mortality rate,
representing a significant public health challenge globally. The causes of CDD result
from a combination of genetic and environmental factors. Concurrently, infectious
diseases are gaining prominence due to the adaptation and resistance of pathogens to
antimicrobials, partly attributed to their excessive use and hygiene conditions in certain
countries. The treatment of these diseases is becoming increasingly complex and less
effective. Therefore, the quest for effective, accessible, and less side-effect-prone
alternative therapies is a global priority. In this context, plants are a valuable source of
bioactive compounds with therapeutic potential, and Mexico is rich in plant biodiversity.
The Crassulaceae family, including the genus Graptopetalum, has been scarcely
studied. However, some of its species, such as G. paraguayense, have demonstrated
beneficial properties against CDD and infectious diseases. Based on this, the objective
of this research was to assess the chemical composition (phytochemical, GC-MS, and
HPLC-ESI-MS) and biological activities (antioxidant, a-glucosidase inhibitory,
immunomodulatory, antimicrobial, antiparasitic against Giardia duodenalis, and
toxicity) of three Graptopetalum species native to Sinaloa (G. sinaloensis, G. rusbyi, G.
occidentale). The Graptopetalum species exhibited a high content of phenolic
compounds (88.2-133.3 mg GAE/g DW). GC-MS analysis indicated the presence of y-
sitosterol and a-tocopherol as the main compounds, and HPLC-MS analysis revealed
flavonoids (quercetin, kaempferol, myricetin, luteolin derivatives), phenolic acids
(coumaric, caffeic, and syringic acid derivatives), and tannins (hydrolyzable and
condensed) as principal components. The species displayed high antioxidant activity
(umol ET/g FW) evaluated by DPPH (39.9-71.2) and ABTS (57.7-119.7) methods. The
Graptopetalum extracts showed immunomodulatory activity in the mouse splenocyte
proliferation assay, higher than that of the LPS mitogen. Moreover, the a-glucosidase
inhibitory activity (ICso, ug/mL) of the extracts (ICso 72.3-126.9) was superior to that of
acarbose (968.9). Graptopetalum extracts exhibited antibacterial activity only against
Gram-positive strains (MICs < 250 ug/mL) but were inactive against G. duodenalis
trophozoites at the maximum evaluated concentration (500 ug/mL). The Graptopetalum
species were innocuous in the Artemia salina assay (LCso > 2000 ppm) and acute
toxicity test in mice (LDso > 2 g/kg b.w.). The chemical composition and biological
activities of the three Graptopetalum species from Sinaloa suggest their potential in
treating CDD and infectious diseases. Therefore, further studies are warranted to
validate this potential and establish sustainable utilization strategies for the Sinaloa's
Graptopetalum species.

(Keywords: Chronic degenerative and infectious diseases, therapeutic alternatives,
bioactive compounds)



lIl. INTRODUCCION

Las enfermedades crénico-degenerativas (ECD) son trastornos multifactoriales
de duracion prolongada que estan intimamente relacionadas con un estado de estrés
oxidativo (EO). El EO se deriva de factores ambientales, conductuales, genéticos y
fisiologicos. Las ECD son un problema de salud publica en el mundo por su alto
porcentaje de morbilidad y mortalidad, siendo responsables de mas de 43 millones de
muertes por afo. Las estrategias de prevencion incluyen habitos personales como
realizar ejercicio, consumir dietas saludables, habitar espacios limpios y saludables,
entre otros. Al respecto, algunos estudios han relacionado una dieta basada en
productos naturales con una disminucion del riesgo de dichas enfermedades,
sugiriendo que el consumo de productos ricos en fibra, vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos como fenoles y terpenos puede proporcionar un efecto
protector sobre el organismo (Di Renzo., 2019; OMS, 2021). Por otro lado, al igual que
las ECD, las enfermedades infecciosas son un importante problema de salud publica.
En particular, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema
estrechamente relacionado a la mortalidad de estas infecciones, por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado que la RAM es uno de los diez
principales problemas de salud publica en el mundo y representan una amenaza

creciente para la salud humana (de Carvalho y col., 2021; OMS, 2020, Puerta, 2019).

El tratamiento para muchas de estas enfermedades esta basado en esquemas
farmacolégicos cada vez mas complejos que con el tiempo pierden eficacia y
presentan efectos adversos; caracteristicas que complican la adherencia a los

tratamientos. Consecuentemente, es de suma importancia buscar alternativas



terapéuticas que sean eficaces y presenten menos desventajas que los agentes
terapéuticos actuales. El estudio etnobotanico resulta de gran utilidad en el ambito
cientifico para el desarrollo de nuevas sustancias con potencial farmacoldgico; al
respecto, aproximadamente el 50% de los medicamentos en uso clinico se han
originado de plantas (Koo y col. 2018). En México existe una gran tradicién en el uso
de plantas con fines medicinales. Se estima que el pais cuenta con un 12% de la
diversidad floristica del planeta con = 23,400 especies vasculares y = 5,000 de éstas
poseen propiedades biolégicas (Esquivel-Gutiérrez y col., 2012; Rodriguez y col.,
2020). La familia Crassulaceae es una de las mas representativas de México,
considerando su gran diversidad (> 400 especies) y endemismo (Villasefor, 2016). Los
usos comunes de las crasulaceas incluyen fines ornamentales y algunos usos en
medicina tradicional. Estudios cientificos se han realizado para un numero reducido de
especies y se han establecido diversas actividades bioldgicas: antiinflamatorias,
antimicrobiana, antioxidante, anticonvulsivante, anticancerigena y antidiabética
(Hassan y col., 2021.). Las plantas del género Graptopetalum (Crassulaceae) han sido
escasamente estudiadas, enfocandose principalmente en G. paraguayense, especie
para la que se han demostrado propiedades antioxidantes y anticancerigenas, entre
otras. En Sinaloa estan reportadas cuatro especies de Graptopetalum: G. filiferum, G.
occidentale, G. rusbyi y G. sinaloensis. Los estudios sobre las propiedades
quimico/biolégicas de estas especies son inexistentes; asimismo, debido a su limitada
distribucion y caracteristicas de desarrollo en condiciones extremas, su subsistencia
se encuentra en riesgo. Por lo anteriormente expuesto, en este estudio se realizé la

caracterizacion quimica/biologica de tres especies de Graptopetalum (G. occidentale,



G. rusbyi y G. sinaloensis) nativas de Sinaloa. Para ello, se realiz6 un tamizaje
fitoquimico, se determinaron metabolitos totales (e.g., fendlicos, taninos, flavonoides)
mediante métodos colorimétricos (e.g., Folin Ciocalteu y AICIs, Vainillina-HCI) y se
identificaron compuestos lipofilicos por cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) e hidrofilicos por cromatografia de liquidos acoplada a masas (HPLC-
MS). Asimismo, se evaluaron actividades biolégicas in vitro de extractos metandlicos
de las tres especies de Graptopetalum: antioxidante (DPPH, ABTS y ORAC),
antibacteriana contra patdégenos humanos, antiparasitaria contra Giardia duodenalis,
inmunomoduladora e inhibitoria de la enzima a-glucosidasa, asi como la evaluacién de

toxicidad in vitro en Artemia salina y aguda in vivo en modelo murino.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Enfermedades cronico-degenerativas

Las enfermedades crénico-degenerativas (ECD) son trastornos de caracter
complejo, de aparicion y duracion prolongada y multifactoriales. La etiologia implica
factores genéticos, ambientales, conductuales vy fisioldgicos (Di Renzo y col., 2019).
Considerando los indices de mortalidad, las ECD mas relevantes son el cancer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y enfermedades respiratorias cronicas.
Enfermedades que en conjunto provocan aproximadamente 43 millones de muertes
anuales, representando el 80% de mortalidad mundial (Di Renzo y col., 2019; Tapia-
Hernandez y col., 2018). Comportamientos poco saludables como el consumo de
tabaco, inactividad fisica, ingesta excesiva de sal/sodio, uso nocivo de alcohol y otros
factores asociados a presioén arterial alta, sobrepeso, obesidad, hiperglucemia e
hiperlipidemia aumentan en gran medida el riesgo de desarrollar ECD. La eficacia en
la prevencién de estas condiciones radica parcialmente en el autocuidado y en
mantener habitos y una dieta saludable. Respecto a esto, algunos estudios
epidemiologicos describen una relacion entre una dieta basada en productos naturales
con una disminucion potencial del riesgo de dichas enfermedades, sugiriendo asi, que
el consumo de alimentos ricos en fibra, vitaminas, minerales y compuestos bioactivos
como terpenos y fenoles proporcionan un efecto protector sobre el organismo. Con
base en esto, los productos de origen natural y en concreto, sus compuestos
bioactivos, estan en el foco de la atencion debido a sus propiedades a favor de la salud

(Di Renzo y col., 2019; OMS, 2021).



4.1.1. Estrés oxidativo

Los radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS)
pueden provenir de reacciones endogenas oxidativas en el metabolismo celular y de
factores exogenos (e.g., radiacion, componentes alimenticios, humo del tabaco y
contaminantes ambientales). Estas moléculas son altamente reactivas y pueden
dafiar a macromoléculas (e.g., proteinas, carbohidratos, lipidos, ARN y ADN) y
estructuras celulares. Con el fin de prevenir o revertir el dafio a biomoléculas y
estructuras, el organismo cuenta con sistemas antioxidantes. Sies (1985) introdujo el
término de estrés oxidativo (EO) para describir una alteracion en los sistemas
oxidantes/antioxidantes a favor de las moléculas oxidantes. El EO esta estrechamente
relacionado con la patologia de muchas ECD, pues los radicales libres no s6lo dafan
directamente biomoléculas y estructuras celulares de importancia en el organismo,
sino que también pueden afectar vias de sefnalizacion celular claves en el desarrollo

de estas enfermedades (Sies, 2020; Tapia-Hernandez y col., 2018).

Las especies oxidantes producidas por algunas estirpes celulares (e.g., células
inmunitarias) son benéficas para la salud, puesto que participan en prevenir la invasion
de agentes patdgenos externos, la proliferacion de células malignas y en los procesos
de cicatrizacion. Sin embargo, la persistencia a largo plazo de especies reactivas
puede generar dafos irreversibles. Asimismo, estas especies pueden desempefar un
papel esencial en diversas fases del desarrollo y progresion de ECD, en especial del

cancer y la diabetes mellitus (Zhang y Tsao, 2016).



4.1.2. Antioxidantes

Un antioxidante es un compuesto con capacidad redox para mitigar el EO. En
este sentido, los organismos aerdbicos poseen defensas antioxidantes primarias que
incluyen reacciones enzimaticas y no enzimaticas y compuestos enddgenos y
exogenos que los protegen del desequilibrio oxidativo. Algunas de las enzimas
implicadas son superéxido dismutasas, glutation peroxidasas/reductasas y catalasas.
Asimismo, entre los compuestos se encuentran vitaminas (C y E), carotenoides,
glutation, proteinas (ferritina, ceruloplasmina, ubiquinona) y otros compuestos
naturales como flavonoides, terpenos, taninos, cumarinas y lignanos. La mayoria de
los antioxidantes naturales son compuestos fendlicos, presentes en casi todas las
materias naturales, incluidos productos alimenticios de origen vegetal, por o que son
parte integral de la dieta humana. Su caracteristica aromatica, sistema altamente
conjugado y multiples grupos hidroxilo hacen de estos compuestos excelentes
donantes de electrones o atomos de hidrogeno, neutralizando asi radicales libres, ROS
o0 RNS. Los fendlicos han sido los compuestos mas estudiados y se consideran
potentes antioxidantes exdgenos, cuyo consumo contribuye al mantenimiento de la
salud humana al prevenir/disminuir el dafio asociado con las ECD (Gulcin, 2020;

Perveen y col., 2021; Tapia-Hernandez y col., 2018).

4.2. Enfermedades infecciosas

A la par con las ECD, las enfermedades infecciosas representan un importante
problema de salud. Al respecto, los antimicrobianos han sido la principal herramienta
para combatir las enfermedades infeccionas. No obstante, desde la introduccion de los

antibidticos se tenia previsto un aumento alarmante en la resistencia a estos



compuestos, lo que actualmente ha limitado considerablemente las opciones
terapéuticas disponibles; este problema afecta a paises de todos los niveles
econdmicos pero su impacto es mucho mayor en los paises en vias de desarrollo. La
RAM se deriva de la presion evolutiva que experimentan estos microorganismos y es
potenciado por el empleo inadecuado y desmedido de los antibidticos. La OMS ha
declarado que la RAM es una de las diez principales amenazas de salud publica en el
mundo, puesto que supone una amenaza creciente de infecciones por bacterias
multiresistentes (Cuadro 1). La pérdida de eficacia de los antibidticos dificulta el
tratamiento de los pacientes, aumenta los costos médicos e incrementa la mortalidad,
alcanzando mas de 700 mil defunciones por afio. En enfermedades comunes como la
neumonia, tuberculosis, gonorrea o salmonelosis ya se han identificado agentes
etioldgicos resistentes a los antimicrobianos, situacion que la poblacion en general
practicamente desconoce, lo que dificulta la prevencidén y tratamiento de estos

padecimientos (de Carvalho y col., 2021; OMS, 2020, Puerta, 2019).

Por otro lado, las infecciones parasitarias intestinales causadas por protozoarios
y helmintos también representan uno de los principales problemas de salud publica,
en especial, en los paises en desarrollo, donde las condiciones sanitarias y las
instalaciones de distribucion de agua son inadecuadas. En el mundo se estima que
hay aproximadamente 3,500 millones de personas infectadas por parasitos, de los
cuales 450 millones enfermaron como resultado de una infeccion parasitaria intestinal.
Al respecto, anualmente se notifican mas de 10.5 millones de casos nuevos por
parasitos intestinales comunes como Giardia duodenalis, Entamoeba histolytica,

Ancylostoma spp., Schistosoma spp., Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura.



Cuadro 1. Patégenos prioritarios para los programas de investigacion y desarrollo

de nuevos antibiéticos (OMS).

Patégeno Antibiético al que es resistente

Prioridad Global

Tuberculosis (Mycobacterium spp.)  MDR-TB' y XDR-TB?

Prioridad Critica

Acinetobacter baumannii Resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Resistente a carbapenémicos
Enterobacteriaceae Resistente a carbapenémicos,

resistente a la 3° generacion de
cefalosporinas

Prioridad Alta
Enterococcus faecium Resistente a vancomicina
Helicobacter pylori Resistente a claritromicina
Salmonella spp. Resistente a fluoroquinolonas
Staphylococcus aureus Resistente a meticilina, vancomicina
Campylobacter spp. Resistente a fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Resistente a Ila 3° generacion
cefalosporinas, resistente a

fluoroquinolonas

Prioridad Media

Streptococcus pneumoniae No susceptible a penicilina
Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina
Shigella spp. Resistente a fluoroquinolonas

Adaptado de Puerta (2019). '"MDR-TB (tuberculosis resistente a multiples
farmacos): Se define asi la TB que no responde al menos a isoniacida y
rifampicina. 2XDR-TB  (tuberculosis extensamente resistente a los
medicamentos): Se define asi la MDR-TB que, también, es resistente a

fluoroquinolonas y medicamentos inyectables de segunda linea contra la TB.
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Estas infecciones pueden no llegar a ser mortales, sin embargo, representan
importantes problemas sociales y de salud, al provocar desde una simple obstruccion
intestinal, hasta desnutricion e incluso anemia, especialmente en poblaciones con

escasos recursos (Feleke y col., 2021; Flrnkranz y Walochnik, 2021).

En Latinoamérica, las enfermedades infecciosas son prevalentes debido a
causas multifactoriales que contribuyen a su presencia. G. duodenalis es un protozoo
de importancia clinica y es responsable de infecciones intestinales persistentes.
Personas con giardiasis pueden presentar sintomas significativos que alteran su
calidad de vida. El tratamiento de la parasitosis esta basado en terapia farmacoldgica,
empleandose medicamentos como el albendazol, tinidazol, mebendazol y en la
mayoria de los casos metronidazol. Sin embargo, independientemente del régimen y
tratamiento utilizado, rara vez se logra un 100% de efectividad en la erradicacion de la
infeccién. Por tanto, es necesario encontrar nuevos farmacos mas efectivos y que
estimulen las defensas naturales del cuerpo (Lalle y Hanevik, 2018; Vivancos y col.,
2018; Elizondo-Luévano y col., 2021). Para ello, es importante explorar el uso de
plantas medicinales y productos naturales, ya que representan una fuente importante
de compuestos con propiedades bioldgicas diversas (Eid y Gonaid, 2018). Los
compuestos identificados en los extractos de plantas pueden servir como base para
descubrir y desarrollar nuevas moléculas activas en el tratamiento de enfermedades

(Elizondo-Luévano y col., 2021).

4.3. El potencial biolégico de los productos naturales
El uso de plantas, hierbas o componentes con fines medicinales tiene una larga

historia. Hoy en dia la OMS estima que cerca de 80% de las personas en paises
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desarrollados y subdesarrollados utilizan productos naturales con fines curativos,
aunado a que un gran numero de personas consideran a los productos naturales como
inocuos y eficientes. Actualmente, los estudios etnobotanicos son importantes en
investigacion cientifica para identificar plantas con potencial farmacolégico en la
prevencion y tratamiento de los principales problemas de salud publica, con el
consecuente impacto social y econdémico (Esquivel-Gutiérrez y col., 2012). El
desarrollo de farmacos esta basado en un modelo de monoterapia; éste implica la
identificacion de compuestos biolégicamente activos, sintesis quimica de los
compuestos identificados y modificacién quimica para mejorar su seguridad y eficacia
(Mustafa y col., 2022; Yao y col., 2017). Al respecto, aproximadamente el 50% de los
productos farmacéuticos aprobados por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA) se han originado a partir de plantas (Koo y col., 2018). Este
enfoque ha tenido éxito contra enfermedades infecciosas y ECD. Al respecto,
numerosos estudios reportan efectos bioldgicos atribuidos a compuestos bioactivos y
derivados de productos naturales contra varias enfermedades incluyendo las ECD

(Cuadro 2) (Fierascu y col., 2021; Santana-Galvez y col., 2019).

Ademas de su uso como materias primas en la industria farmacéutica (Koo y col.,
2018), los compuestos bioactivos derivados de fuentes naturales también se han
usado en la industria cosmética, alimenticia y en proteccion ambiental (Fierascu y col.,

2021).
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En México existe una gran tradicién en el uso de plantas con fines medicinales
(Esquivel-Gutiérrez y col., 2012). Se estima que en el pais se encuentra el 12% de la
diversidad terrestre del planeta, que cuenta con 23,400 especimenes vasculares y que
entre 3,000 y 5,000 especies presentan propiedades medicinales. Sin embargo, solo
cerca del 1% de estas han sido estudiadas con profundidad (Esquivel-Gutiérrez y col.,
2012; Rodriguez y col., 2020), por lo que aun quedan especies vegetales que deben

estudiarse.

En la mayoria de las terapias con plantas, el uso de preparados vegetales (e.qg.,
extractos, decocciones, infusiones) posee efectos benéficos mayores al de sus
compuestos aislados y con la aparicion de pocos o ningun efecto adverso. Por lo tanto,
la OMS ha propuesto que su uso puede ser de gran utilidad en la aplicacion primaria
en el sistema de salud, siempre y cuando este sustentado por bases cientificas que
aseguren parametros de calidad, seguridad y efectividad para su uso en el ser humano

(Lujan y col., 2009).

4.4. Familia Crassulaceae

La familia Crassulaceae presenta una distribucion cosmopolita; las especies
(=1,500) agrupadas en 35 géneros se distribuyen en regiones aridas, templadas y
templadas-calidas. La mayoria de las especies poseen caracteristicas florales
atractivas. Los géneros mas representativos por el numero de especies son Sedum
(400-500), Crassula (150), Kalanchoe (144) y Echeveria (139 especies); también estan
altamente representados Sempervivum (63), Rhodiola (58), Dudleya (47), Tylecodon
(46) y Aeonium (40); mientras que otros tienen un numero relativamente pequeno de

especies como el género Graptopetalum con 20 especies (Hassan y col., 2021).
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En México, la familia Crassulaceae es una de las que posee mayor diversidad y
endemismo, e incluye 372 especies (Villasefior, 2016). Las crasulaceas tienen gran
importancia historico-cultural y juegan un papel ecoldgico esencial en la estructura y
funcién de los ecosistemas aridos del pais (Andrade-Rodriguez y col., 2019). Las
crasulaceas se caracterizan por su alta diversidad genética caracterizada por su alta
variabilidad fenotipica: altura, tamafio, forma, grosor y color de las hojas; tamafio y
forma de la inflorescencia; entre otras caracteristicas (Andrade-Rodriguez y col.,
2019). Las plantas de esta familia son herbaceas con tallo y hojas suculentas,
pequefos arbustos que se describen con hojas enteras, opuestas o verticiladas, no
estipuladas, presentan flores de entre tres y seis divisiones actinomorfas, con sépalos
que pueden estar libres o soldados a la corola, con carpelos en numero igual a los
pétalos, libres o soldados a la base, nectarios generalmente escamosos entre los
estambres y carpelos y fruto en polifoliculo. Poseen un habito suculento que se asocia
a su metabolismo CAM (por sus siglas en inglés, Crassulacean Acid Metabolism) que
les permite adaptarse a habitat secos donde la disponibilidad de agua y CO2 escasea,
aunque muchas especies habitan donde no se presentan estas condiciones (Andrade

y col., 2007; Ortiz y col., 2009).

Las plantas de esta familia se usan comunmente con fines ornamentales; sin
embargo, algunas tienen usos en medicina tradicional y existen reportes cientificos de
una variedad de actividades biologicas como antioxidante, antidiabética,
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticonvulsivante y anticancerigena. También se han
reportado compontes quimicos de algunas especies, destacando por su frecuencia los

compuestos fendlicos (Eid y Gonaid, 2018; Hassan y col., 2021).
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Bensouici y col. (2016) estudiaron la actividad antioxidante y antibacteriana del
extracto metandlico y fracciones en Sedum caeruleum. Se encontré que la fraccion
butandlica presenté la mayor actividad antioxidante (DPPH ICso = 28.35 pg/mL;
quelacion de iones ferrosos ICso = 40.83 pg/L; CUPRAC ICs0 = 23.52 pug/L). Por otro
lado, la fraccién cloroférmica (concentracion = 128 ug/mL) inhibié el crecimiento en
cepas bacterianas ATCC (CIM = 80 pg/mL) (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Staphylococcus aureus ATCC 43300) y aislados clinicos (E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. aureus, Streptococcus enterococcus). Por su parte, Kosakowska y col.
(2018) estudiaron la actividad antioxidante y antibacteriana de extractos acuosos y
etandlicos de raices de Rhodiola rosea, reportando la actividad antioxidante del
extracto etandlico a una concentracion de 50 mg/mL (DPPH, 240.50 umol ET/g; ABTS,
45.80 umol ET/g; FRAP, 1198.20 Fe 2* umol/g y 574.50 umol ET/g). Esta actividad fue
atribuida a compuestos fendlicos (e.g., acidos clorogénicos, hidroxicinamico y galico;
rodionidina, rodiolgina, rodalidina, rodionina y rodalina; derivados de kaempferol y
tricina), proantocianidinas y aceites esenciales (e.g., n-decanol, geraniol, rosiridol,
rosiridin, 1,4-mentadien-7-ol, acetato de geranilo, alcohol bencilico y alcohol
feniletilico). Los autores también evaluaron la actividad antibacteriana por el método
de microdilucion en caldo contra ocho cepas Gram positivas y 11 cepas Gram
negativas, encontrando que el extracto etandlico presenté actividad bacteriostatica y
bactericida contra todas las bacterias de prueba en un rango de 1 a 64 mg/mL, siendo
las bacterias mas susceptibles S. aureus ATCC 25923 (CMI = 1 mg/mL, CMB = 4

mg/mL) y K. pneumoniae ATCC 13883 (CMI = 1 mg/mL, CMB =1 mg/mL).
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Recientemente, Osman y col. (2022) reportaron la actividad antioxidante,
antidiabética y antibiopelicula de los extractos de flores de Kalanchoe laxiflora. Los
analisis realizados por los métodos de Folin-Ciocalteu y tricloruro de aluminio
mostraron que la fraccidon butandlica presenté el mayor contenido de fenoles totales
(397.25 + 1.18 mg EAG /g extracto) y flavonoides (99.71 £ 0.24 mg ER/g extracto).
Asimismo, esta fraccidn presentd la mayor actividad antioxidante (DPPH, 1Cso = 18.7
pMg/mL; RPA (“Reducing Power Assay”), 78.26 mg AAE/g; TAC (“Total Antioxidant
Capacity”), 446.37 mg AAE/g), exhibiendo también actividad inhibitoria de a-amilasa
(ICs0 = 54.72+0.96 pg/mL) y a-glucosidasa (ICso = 89.02+0.99 ug /mL). Por otro lado,
el extracto metandlico al 85% mostré una buena actividad antibiopelicula contra
Escherichia coli (CMIB100 = 15.63 pg/mL). En el analisis de los extractos de K. laxiflora
se identificaron 35 compuestos mayoritarios los cuales se agruparon en glucésidos de
flavonoides, galotaninos, alcaloides y acidos grasos. En este sentido, Alfeqy y col.
(2023) analizaron la actividad antioxidante y antidiabética de Aeonium arboreum y
registraron una gran actividad antioxidante en la fraccion metandlica al 50% (DPPH,
984.71 uM AAE/mg; ORAC, 46.781 uM ET/mg) y en la fraccién metandlica al 100%
(ABTS, 1126.82 yM AAE/mg; FRAP, 669.08 uM ET/mg; quelacién de iones ferrosos,
331.12 yM EDTAE/mg). Ademas, las fracciones en MeOH inhibieron la enzima a-
glucosidasa (ICso = 44.26 — 48.24 pug/mL), siendo mas potentes que la acarbosa (ICso
=161.40 uM). Adicionalmente se aislaron compuestos como el B-sitosterol, glucdsidos

de B-sitosterol y glucésidos de quercetina, kaempferol y miricetina.

En otros estudios, Martinez Ruiz y col. (2013) analizaron el potencial

antibacteriano, antifungico y antiparasitario de extractos y fracciones de Echeveria
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leucotricha. Se encontré que el extracto metandlico y sus fracciones inhibieron el
crecimiento de la mayoria de las cepas bacterianas evaluadas. Ademas, se observo
una buena actividad antifungica por parte de las fracciones cloroférmica y metandlica,
afectando el crecimiento de Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans y Trichophyton rubrum. Con respecto a la actividad antiparasitaria, los
extractos cloroformico y metandlico redujeron significativamente el numero de
parasitos de Leishmania donovani en un del 64% y 52%, respectivamente. Mientras
que de Oliveira y col. (2017) demostraron el potencial inmunomodulador y
antinflamatorio de infusiones de S. dendroideum ricas en polisacaridos pécticos
(RSBAL-H20 y RSBAL-0.5), los cuales influyeron en la secrecion de citocinas pro

(TNF-a, IL-1B) y antiinflamatorias (IL-10) por parte de macréfagos (THP-1).

En nuestro grupo de trabajo en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales
y la Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra. Kaethe Willms”, de la
Universidad Autbnoma de Sinaloa, se ha trabajado con la caracterizacién quimica y
actividad bioldgica de plantas del género Echeveria (Crassulaceae). Lépez-Angulo y
col. (2019) trabajaron con extractos metandlicos de tres especies de Echeveria (E.
craigiana, E. kimnachii y E. subrigida) de Sinaloa. El andlisis fitoquimico mostro la
presencia de taninos, terpenos, flavonoides, saponinas y cumarinas; asi como la
ausencia de alcaloides y cardiotdnicos. Los extractos mostraron actividad antioxidante
similar a la de algunos frutos reconocidos por su capacidad antioxidante (e.g., Fragaria
X. ananassa, Rubus idaeus, Vitis vitis-idea, V. corymbosum). La actividad mas alta la
presentaron los EM de E. craigiana (DDPH = 26.19 ymol ET/g b.f.; ABTS = 65.91 umol

ET/g b.f. y E. subrigida (ORAC = 37.58 ymol ET/g b.f.; B-CBM = 79.3%), mientras
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que E. kimnachii present6 una actividad similar a E. subrigida por el método B-CBM
(76.7%). También se encontré que los tres extractos presentaron actividad
antibacteriana (CMI < 1000 ug/mL), con mayor actividad contra cepas Gram positivas
como S. aureus (E. subrigida, CMI = 15.63 pg/mL; E. kimnachii, CMI = 31.25 ug/mL;
E. craigiana, CMI = 125 pg/mL). Adicionalmente, el EM de E. subrigida presenté
sinergismo contra cepas de S. aureus (multirresistente y ATCC 29213) en combinacion
con antibiéticos como carbenicilina (FICI = 0.28) y meticilina (FICI = 0.5) (Ahumada-
Santos y col., 2016). Por otra parte, extractos etandlicos de las tres especies
presentaron actividad adaptogénica (anoxia, nado frio, nado forzado) e
inmunomoduladora in vitro sobre la proliferacion de esplenocitos de ratén y
antioxidante in vivo sobre Saccharomyces cerevisiae (Lépez-Angulo y col., 2022). En
cuanto a la actividad inhibitoria de a-glucosidasa, los valores de ICso (ug/mL) fueron
25.21 (E. subrigida), 56.67 (E. craigiana) y 50.57 (E. kimnachii), mostrando que la
actividad inhibitoria de los tres EMs de Echeveria fue de 63 a 143 veces superior a la
del hipoglucemiante comercial acarbosa (ICso = 3.59 mg/mL), lo que puede suponer

su uso potencial para tratar la DM2 (Lépez-Angulo y col., 2022).

Estudios posteriores evaluaron la actividad antioxidante, antimutagénica,
antibacteriana e inhibitoria de a-glucosidasa de los EMs de 17 especies de Echeveria
de México (E. Acutifolia, E. agavoides, E. amoena, E. colorata, E. derenberqii, E.
diffractens, E. elegans, E. gibbiflora, E. gigantea, E. longissima, E. penduliflora, E.
procera, E. pulvinata, E. racemosa, E. secunda, E. shaviana, E. tencho). En la actividad
antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y ORAC, el EM de E. secunda mostré la

mayor actividad por ABTS (4126.5 pmol ET/g EM) y DPPH (3607.6 pmol ET/g EM),
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mientras que E. gigantea fue la mas activa por el método de ORAC (1069.3 pmol ET/g
EM). Por otro lado, en la evaluacién de la actividad antimutagénica, los EMs de 16 de
las 17 especies fueron antimutagenos fuertes, presentando valores de inhibicién de la
mutagenicidad desde 72.20 a 87.69% y el EM de E. acutifolia fue el mas activo.
Ademas, los EMs de Echeveria fueron hasta 230 veces mas activos que la acarbosa
en el ensayo de inhibicion de a-glucosidasa, donde destacé E. secunda como la
especie mas activa (ICso = 16.9 ug/mL). Respecto a la actividad antibacteriana, 16 EMs
de estas especies presentaron actividad al menos contra seis de las diez cepas
evaluadas con MICs entre 62.5 y 1000 ug/mL, siendo E. secunda activa contra todas
las cepas. En general, las especies de Echeveria fueron mas activas contra bacterias
Gram positivas, destacando E. agavoides 'y E. amoena con MICs de 62.5 pg/mL. Dicha
actividad podria ser atribuida a la presencia de metabolitos secundarios como
compuestos fendlicos, taninos y cumarinas (Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-Beltran,

2021).

Ante estas evidencias, la familia Crassulaceae supone una fuente de recursos
para estudios fitoquimicos y biolégicos, con el fin de encontrar nuevas aplicaciones

biomédicas de sus especies.

4.5. Antecedentes
4.5.1. Género Graptopetalum

Graptopetalum Rose es un género de plantas suculentas de la familia
Crassulaceae (Cuadro 3). El nombre del género se origina de las palabras “graptos”
que significa marca o grabado y “petalum” que significa pétalo, en referencia a las

marcas en la flor de muchas especies. Es un género relativamente pequefo, incluye
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Cuadro 3. Clasificacién taxondémica del género Graptopetalum.

Reino Plantae
Filo Tracheophyla
Subfilo Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Subfamilia Sempervivoideae

Tribu Sedeae

Género Graptopetalum

Adaptado de Naturalista, 2021.
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aproximadamente 20 especies y se distribuye desde el sur de Arizona (EUA) hasta
Oaxaca (México) en ambientes semiaridos, enclaves rocosos, zonas montafiosas.
Considerando la morfologia de la familia Graptopetalum, son plantas rosetoides
semejantes a las del género Echeveria, pero poseen inflorescencias y flores similares
a las plantas del género Sedum. Por otra parte, difieren de las plantas del género
Sedum por poseer pétalos unidos con marcas o puntos, aspecto que se considera

caracteristico de Graptopetalum. (Vega-Avifia y col., 2020).

4.5.1.1. Actividad biolégica del género

Practicamente todos los estudios de actividad biolégica se han enfocado a
Graptopetalum paraguayense E. Walther. Lee y col. (2013) demostraron el efecto
protector del extracto etandlico (95%) de G. paraguayense contra el dafio pancreatico
inducido por carboximetil-lisina en ratones C57BL/6, encontrando que compuestos
presentes en el extracto (resveratrol y acido galico) aumentan la sintesis de insulina
mediante la activacion del factor proliferador de peroxisomas pancreaticos (PPARYy) y
la homeobox-1 pancreatico-duodenal (PDX-1) y la supresion de la expresion de la
proteina de union al potenciador CCAAT (C/EBP), el cual es un regulador negativo

de la produccién de insulina.

Ademas, el extracto etandlico de G. paraguayense activo el factor 2, mejoro la
sensibilidad a la insulina en higado y musculo y disminuy6 los niveles de glucosa en
sangre de los ratones. Posteriormente, Hsu y col. (2015) demostraron que el extracto
metandlico de G. paraguayense reguld los niveles de expresion de varias
oncoproteinas (e.g., AURKA, AURKB y FLJ10540) en células de hepatocarcinoma de

ratones HCC, reportando que una de sus fracciones (HH-F3) inducia la apoptosis al
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promover la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial y la produccién de
especies reactivas de oxigeno. Asimismo, los autores demostraron que HH-F3
combinado con sorafenib inhibe sinérgicamente la proliferacion de células Huh7,
ademas se encontré que la estructura del principal compuesto activo en HH-F3 era

similar a la de los compuestos de proantocianidina derivados de Rhodiola rosea.

Por su parte, Chao y col. (2019) reportaron la actividad hepatoprotectora y
antioxidante de un extracto etandlico al 50% de G. paraguayense en un modelo de
dafio hepatico co-inducido por etanol y tetracloruro de carbono (CCls) en ratas
Sprague-Dawley. El extracto incrementé la actividad de algunos sistemas
antioxidantes contra la peroxidacién de lipidos y aumentd los niveles de glutation,
vitaminas C y E, el estado antioxidante total (TAS) y las actividades de algunas
enzimas (e.g., superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa y glutatiéon S-
transferasas). Ademas, los autores asociaron la actividad a acido galico, genisteina,
daidzeina y quercetina, proponiendo a la especie como una terapia alternativa o
complementaria sobre el dafo hepatico inducido por alcohol. Asimismo, Zaharieva y
col. (2019) registraron que el extracto hidroalcohdlico de G. paraguayense presentd
actividad inhibitoria selectiva sobre bacterias Gram positivas, siendo S. aureus la mas
sensible (CIM = 2.5 mg/mL). El extracto también evité la formacion de biopelicula
MRSA hasta en un 50% a una concentracion de 1.6 mg/mL y hasta en un 90% a una
concentracion de 2.5 mg/mL, relacionando la actividad a compuestos fendlicos como

el acido galico.
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4.5.2. Especies de Graptopetalum nativas de Sinaloa
4.5.2.1. Graptopetalum sinaloensis

Graptopetalum sinaloensis es endémica del estado de Sinaloa, México. Esta
crece en paredes o taludes igneos de arroyos, pie de cerros y pequefias cafadas
sombreadas, formando colonias densas o aisladas, en poblaciones pequefas,
creciendo a nivel del suelo o en la mayoria de los casos a uno 0 mas metros de altura.
Se describe como una planta herbacea rizomatosa, perenne, cespitosa de hasta 20
plantas por colonia, con rosetas acaules, de 2 a 10 cm de diametro: posee de 10 a 40
hojas por planta, de color verde azul, glaucas verde rosa o purpura de 1 a 5 cm de
largo y de 5 a 20 mm de ancho en su parte mas amplia, oblanceoladas a espatuladas,
y apice con mucrén, de 1 a 2 mm de largo. Presenta inflorescencia en panicula, de 1
a 3 por planta, de 2 a 26 flores agrupadas de 2 a 6 ramificaciones con 2-4(5) flores
cada, escapos florales de 4 a 22 cm de alto y de 1.5 a 2 mm de grosor y sépalos
suculentos, de color verde a purpureos de 2 a 6 mm de largo, presentandose los mas
grandes en las flores superiores. Esta planta fue descubierta por nuestro grupo de

investigacion (Vega-Avina y col., 2020).

4.5.2.2. Graptopetalum rusbyi

Graptopetalum rusbyi es una suculenta pequefia que se distribuye comunmente
en grietas rocosas, especialmente en laderas y acantilados sombreados, en
elevaciones de hasta 5,250 pies (1,600 m) al centro y al sur de Arizona (EUA), Sonora,
Oeste de Chihuahua y Sinaloa. Se describen con varias rosetas sin tallo o de tallo
corto, hojas de color verde palido o rojizo a violeta. Las rosetas pueden crecer hasta

10 cm de diametro y las hojas medir hasta 5 cm de largo y 1, 5 cm de ancho. Presenta
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flores de color blanco amarillento con bandas cruzadas con puntos de color rojo oscuro
y amarillo hacia el centro de los pétalos. Aparecen en espigas de flores de hasta 15

cm de altura (World of Succulents, 2013-2022).

4.5.2.3. Graptopetalum occidentale

Graptopetalum occidentale es una planta suculenta de la familia de los cultivos
de piedra originaria del estado de Sinaloa. Esta planta se encuentra en el municipio de
Culiacan, comunmente en un area limitada cerca de la sierra de Tacuichamona, en un
habitat de bosque subcaducifolio tropical. Crece en habito cespitoso y se describe con
tallos cortos y rosetas de aproximadamente 4, 5 cm de ancho. Presenta hojas
oblanceoladas y obtusas, mucronadas, glabras y de color verde azulado a verde. Sus
sépalos son ascendentes, adprimidos, ovados y de color verde oliva con una corola
tubular campanulada de 6 a 7 mm de largo y 4 mm de ancho en su base. Los pétalos
son ascendentes, imbricados y oblanceolados, que presentan de tres a cinco venas

rojizas tenues (CONABIO, 2021).

A la fecha no existe informacién sobre la composiciéon quimica y/o actividades
bioldgicas de las especies de Graptopetalum de Sinaloa. Sin embargo, considerando
lo reportado para G. paraguayense y para otros géneros de crasulaceas, estas

especies podrian ser fuente potencial de compuestos biolégicamente activos.
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Figura 1. Especies de Graptopetalum de Sinaloa. Espécimen (A) y flor (a) de
Graptopetalum Sinaloensis, Tomada de Naturalista, 2021 (ID 965178) por
Gerardo Machado y J. Fernando Pio Ledn. Espécimen (B) y flor (b) de
Graptopetalum rusbyi, Tomada de Naturalista 2019 (ID 163362) por
California_naturalist y Carlos Lim. Espécimen (C) y flor (c) de Graptopetalum

occidentale.
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V. JUSTIFICACION

Las enfermedades cronico-degenerativas e infecciosas son importantes
problemas de salud publica. Algunas de estas enfermedades presentan alta morbilidad
y mortalidad. De manera general, los tratamientos se vuelven cada vez menos
eficientes, mas costosos y muchos tienen asociados efectos adversos. Con base en lo
anterior, es fundamental encontrar alternativas terapéuticas mas eficaces y que
representen menor riesgo en su uso. Al respecto, los productos naturales representan
una fuente importante de compuestos bioactivos con potencial terapéutico. México es
un pais con una gran diversidad de especies naturales, muchas de ellas con potencial
biolégico. La familia Crassulaceae es una de las mas representativas del pais por su
diversidad y endemismo, algunas de sus especies han sido usadas en medicina
tradicional y presentan actividades biologicas que han llevado a su comercializacion.
Sin embargo, la mayoria de las especies permanecen sin haberse estudiado y su
crecimiento en ambientes extremos las pone en riesgo. Por lo tanto, la conservacion
sustentable de estas plantas requiere de profundizar en lo conocimiento de su
composicién quimica y actividades biologicas. En este contexto, este proyecto tiene
como objetivo investigar el potencial antioxidante, antibacteriano, antiparasitario contra
Giardia duodenalis, inmunomodulador e inhibidor de la enzima a-glucosidasa, asi
como el analisis e identificacion de componentes fitoquimicos empleando métodos
colorimétricos y cromatograficos de tres especies de Graptopetalum (G. sinaloensis,

G. rusbyi, G. occidentale) nativas de Sinaloa.
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VI. HIPOTESIS
Tres especies de Graptopetalum nativas de Sinaloa (G. sinaloensis, G. rusbyi, G.
occidentale) poseen componentes fitoquimicos con actividad antioxidante,
antibacteriana, antiparasitaria contra Giardia duodenalis, inmunomoduladora e

inhibitoria de a-glucosidasa in vitro.
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VII.LOBJETIVOS
7.1. Objetivo general
Analizar la composicién quimica y actividades biologicas de tres especies de

Graptopetalum (G. sinaloensis, G. rusbyiy G. occidentale) nativas de Sinaloa.

7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Establecer la composicion fitoquimica y el contenido de metabolitos totales
(fendlicos, flavonoides, taninos) de los extractos metandlicos de tres especies
de Graptopetalum (G. sinaloensis, G. occidentale 'y G. rusbyi).

7.2.2. Determinar el perfil de compuestos lipofilicos (GC-MS) y compuestos fendlicos
(HPLC-ESI/MS/MS) de tres especies de Graptopetalum.

7.2.3. Analizar las actividades biolégicas (antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria
contra G. duodenalis, inmunomoduladora e inhibitoria de a-glucosidasa) de

extractos metandlicos de tres especies de Graptopetalum.

7.2.4. Evaluar la toxicidad in vitro en Artemia salina y la toxicidad aguda en modelo

murino de extractos metandlicos de tres especies de Graptopetalum.

29



VIIl. MATERIALES Y METODOS
8.1. Materiales
8.1.1. Material vegetal
Las tres especies de Graptopetalum fueron cultivadas e identificadas por el Dr.
Rito Vega Avifa, Profesor Investigador de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.
Plantas completas fueron recolectadas y manualmente se obtuvieron sus hojas

(Figura 2).

8.1.2. Material biolégico
8.1.2.1. Microorganismos

En la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron cepas de bacterias
patdbgenas humanas obtenidas del “American Type Culture Collection” (ATCC)
(Staphylococcus aureus 29213, Enterococcus faecalis 29212, Pseudomonas
aeruginosa 27853 y Escherichia coli 25922) y aisladas de pacientes (Streptococcus
grupo A-4, Staphylococcus aureus 3, Salmonella enterica serovar Typhi, Shigella
dysenteriae). Los aislados de pacientes fueron proporcionados por el Instituto Nacional

de Pediatria de la Secretaria de Salud, México, D.F.

La cepa de Giardia duodenalis WB se obtuvo del Departamento de Patologia
Experimental del Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional, México, D.F.

El ensayo de toxicidad in vitro se realizé con larvas de Artemia salina cultivadas

a partir de quistes (Brine shrimp eggs, BIO-MARINE INC, EE. UU.).
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Figura 2. Hojas de especies de Graptopetalum. Graptopetalum sinaloensis (A)

Graptopetalum rusbyi (B) y Graptopetalum occidentale (C).
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8.1.2.2. Animales de laboratorio

Para el ensayo de toxicidad in vivo se utilizaron ratones BALB/c hembras
(Bioinvert, SA de CV, México). Los ratones se mantuvieron en el bioterio de la FCQB
a24 +2°C, 50% de humedad relativa y ciclos de 12 h de luz/oscuridad, con acceso a
agua y alimento a libre demanda. La investigacion se realizé de conformidad con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

8.1.3. Reactivos

Todos los reactivos utilizados en la investigacion fueron de grado analitico. Se
emplearon los siguientes medios de cultivo: Agar de Tripticaseina y Soya (TSA), Caldo
Mueller Hinton, Agar McConkey, Agar Manitol salado (Becton Dickinson de México),
peptona tripticasa (BD Bioxon) y medio TYI-S-33. Los siguientes reactivos fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.): 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH), acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS), dimetilsulféxido
(DMSO), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), acido 3,4,5-
trinidroxibenzoéico (acido galico), 2,2’-azo-bis(2-amidinopropano) dihidrocloruro
(AAPH), 3,3'4',5,7-pentahidroxiflavona (quercetina), catequina, carbonato de sodio
(Na2CQOs), vainillina, acido clorhidrico, reactivo de Folin-Ciocalteu, 3’,6'-
dihidroxispiro[isobenzofuran-1[3H]-9 -[9H]-xanten]-3-ona) (fluoresceina), Tween 80,
suero fetal bovino (SFB), azul de tripano, a-colestano, butilhidroxitolueno (BHT), p-
nitrofenil-a-D-glucopirandsido y a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae. Los
solventes organicos grado HPLC se obtuvieron de Baker Inc. (Phillipsburg, NJ, EE.

uu.).
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8.2. Metodologia
8.2.1. Elaboracion de la harina de hojas de Graptopetalum

Las hojas frescas de las tres especies de Graptopetalum (G. sinaloensis, G.
rusbyiy G. occidentale) fueron colectadas, cortadas, congeladas (=70 °C) y liofilizadas
(VirTis 25EL, VirTis Co. EE. UU.). Las muestras secas se molieron y se tamizaron a
través de una malla (no. 40) para obtener una haria fina por cada especie. Las harinas
obtenidas se almacenaron en bolsas de plastico, manteniéndose a —-20 °C protegidas

de la luz hasta su uso.

8.2.2. Obtencion de los extractos metanodlicos de Graptopetalum

Los EMs de Graptopetalum se obtuvieron por maceracion. La harina de las hojas
previamente liofilizadas de cada especie se macero con metanol (MeOH) (1:30 p/v)
durante tres dias (30 °C/160 rpm); el solvente se cambié cada 24 h y los filtrados se
mezclaron y almacenaron para ser concentrados posteriormente. El MeOH se elimind
bajo presion reducida a 40 °C en un evaporador rotativo (BUCHI Labortechnick AG,
Suiza) y finalmente fueron liofilizados para eliminar el resto de humedad. Los extractos

secos de cada especie se almacenaron a —20 °C en la oscuridad hasta su uso.

8.2.3. Caracterizacion fitoquimica
8.2.3.1. Analisis fitoquimico cualitativo

La composicion fitoquimica cualitativa de los EMs de las tres especies de
Graptopetalum se determiné mediante pruebas en tubo basadas en cambios fisicos y
precipitacion (Cuadro 4) y se confirmé mediante cromatografia en capa fina (TLC).

Las pruebas utilizadas fueron las siguientes: reaccidén de Salkowski para terpenos y
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Cuadro 4. Técnicas colorimétricas y de precipitacién para la identificacion de
metabolitos secundarios.

Reaccion en tubo

Metabolito
secundario Reactivo Observacion
. Wagner, Mayer y Leve turbidez o precipitado (rojo a
Alcaloides . )
Dragendorff naranja, blanco a crema y marrén)

Antracénicos libres

Borntrager y acetato de
magnesio al 0.5%

Coloracion rojiza

Azucares reductores

Solucion de Fehling

Coloracion naranja-rojiza

Cardiotonicos

Keller-Kiliani

Formacion de un anillo. Coloracioén
marron, violeta y verde

Prueba de fluorescencia (papel

Cumarinas Hidroxido de sodio 1 N filtro): Fluorescencia amarilla (UV-
365 nm)
Prueba de Shinoda: . . :
, . Cambios de coloracion a naranja,
Flavonoides fragmento de magnesio y rojo, azul, violeta o rosa
4cido clorhidrico (2 N) 0, azull,
Saponinas Prueba de espuma: agua Formacion y altura de espuma
- . Coloracion azul para taninos
, Cloruro férrico, gelatina y . .
Taninos hidrolizables y color verde para

sal

taninos condensados

Terpenos/Esteroles

Lieberman-Burchard y
Salkowski

Coloracion rojiza-rosado en
triterpenos 'y amarillo  para
esteroides

Harbone (1984).
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esteroides; prueba de Shinoda para flavonoides; reaccidén con solucién de gelatina,
acetato de plomo y sulfato de quinina con FeCls para taninos; prueba de la espuma
para saponinas; reaccion con NaOH para cumarinas; reaccion de Borntrager para
antracénicos libres; reactivos de Dragendorff y de Mayer-Wagner para alcaloides; y los
reactivos de Baljet, Raymond-Marthoud, Keller-Killiani, Lieberman-Burchard vy

Salkowski para cardiotonicos (Harborne, 1984).

8.2.3.2. Cuantificacion de metabolitos totales
8.2.3.2.1. Fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales (FT) se determind por el método de Folin-
Ciocalteu de acuerdo con lo reportado por Singleton y Rossi (1965) con algunas
modificaciones. La determinacion se realizé en microplaca de 96 pozos de fondo plano.
Diez microlitros del EM (2 mg/mL), estandar (acido galico) o agua destilada (control
negativo) se mezclaran con 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en agua
destilada (1:10 v/v). La microplaca se agité suavemente y se dejo en reposo durante 2
min (40 °C/ oscuridad), posteriormente se adicionaron 90 uL de una solucion de
carbonato de sodio (Na2COs3) al 10%. La mezcla se incubd a 40 °C durante 30 min en
oscuridad y posteriormente se mididé la absorbancia a 765 nm en un lector de
microplaca (Synergy HTX, Biotek, EE. UU.). La cuantificacién se llevo a cabo usando
una curva de calibracion de acido galico (0—400 pg/mL) y los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto metandlico (mg

EAG/g EM).
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8.2.3.2.2. Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales (FVT) se cuantificd por la formacion del
complejo flavonoide-AICls en MeOH (Quettier-Deleu y col., 2000). Los extractos de
Graptopetalum se disolvieron en MeOH (20 mg/mL), una alicuota de 100 pL se mezclo
con 900 uL de MeOH. En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se mezclaron
50 pyL de EM o estandar (quercetina) con 150 pyL de una solucion al 2% de tricloruro
de aluminio (AICI3*6H20) en MeOH. La placa se incubé durante 10 min (27
°Closcuridad). Transcurrido el tiempo se leyeron las absorbancias a 405 nm en un
lector de microplaca (Synergy HTX, Biotek, EE. UU.). La cuantificacién se llevé a cabo
usando una curva de calibracién de quercetina (0-500 pg/mL) y los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto

metandlico (mg EQ/g EM).

8.2.3.2.3. Taninos totales

El contenido de taninos totales (TT) se determiné usando el método de
vainillina/HCI (Price y col., 1978; Palacios y col., 2021). El reactivo se prepard
mezclando partes iguales (v/v) de vainillina al 1% en MeOH y HCI al 8% en MeOH. Los
extractos de Graptopetalum se disolvieron en MeOH (20 mg/mL), de esta solucion
stock se hicieron diluciones para obtener concentraciones seriadas de 0.3125 a 5
mg/mL. En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se mezclaron 50 uL de EM o
del estandar con 100 uL de una solucion de vainillina/HCI, como corrector de color; los
50 pL de muestra se mezclaron con 100 yL de HCI al 4% en MeOH. La microplaca se
incubd a 30 °C durante 20 min. Finalmente, se leyeron las absorbancias a 500 nm en

un lector de microplaca (Synergy HTX, Biotek, EE. UU.). La cuantificacion se llevé a
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cabo mediante una curva de calibracion de catequina en MeOH (0-2000 pg/mL) y los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de catequina por gramo de

extracto metandlico (mg EC/g EM).

8.3. Identificacion de componentes individuales en Graptopetalum
8.3.1. Perfil de compuestos lipofilicos

El perfil de compuestos lipofilicos se determiné siguiendo la metodologia descrita
por Conforti y col. (2008). Los EMs de Graptopetalum (50-150 mg) se disolvieron en 5
mL de una solucion de MeOH: H20 (9:1 v/v) y se mezclaron con 20 pL de una solucion
del estandar interno a-colestano (3 mg/mL) y 15 pL de una solucién de BHT (1 mg/mL)
como antioxidante. La mezcla se homogenizo y particioné con hexano (5 mL/3 veces).
Las fases hexanicas se juntaron y evaporaron. El residuo se redisolvio en 1 mL de
hexano y se pas6 a través de un filtro PVDF (17 mm x 0.45 yL, TINTAN); el filtrado se
analizé en un cromatografo de gases acoplado a un detector selectivo de masas (HP
6890 GC Instruments, 5973 Network, Agilent Technologies, EE. UU.). La separacion
se realizé en una columna capilar QUADREX 007 CABOWAX 20 (30 m x 0.25 mm i.
d., espesor de pelicula 0.25 um) usando helio como gas de arrastre a un flujo de 0.9
mL/min. Las condiciones de temperatura fueron las siguientes: inyector a 250 °C;
temperatura inicial del horno 60 °C por 1 min, gradiente de 5 °C/min hasta 200 °C,
gradiente de 10 °C/min hasta 275 °C y 275 °C por el resto del analisis; temperatura de
la fuente de iones a 245 °C. Al cromatografo se inyectaron 5 uL de muestra sin division
de flujo. El espectrémetro de masas (EM) operé en modo de ionizacion por impacto
electronico (IE) a 70 eV. Los espectros fueron colectados en un intervalo de 50 a 800

u a 2 barridos/s. Los componentes en los extractos se identificaron por comparacion
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de sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST (NISTO8 LIB) y se
cuantificaron por el método de factor de respuesta usando la siguiente ecuacion.

C (As x Cei)
§= ———=
Aei

Donde Cs es la concentracion del esterol, As es el area del esterol, Cei es la

concentracion del estandar interno y Aei es el area del estandar interno.

8.3.2. Perfil de compuestos fendlicos

Los EMs se disolvieron en 5 mL de H20: MeOH (9:1 v/v) y se particionaron con
acetato de etilo (5 mL/3 veces). La fase en acetato de etilo se recupero, el solvente se
elimind, el residuo se disolvio en MeOH y se filtré a través de una membrana PVDF

(17 mm x 0.45 um, TITAN) previo a su analisis por HPLC.

La identificacion de los fendlicos se realizd6 en un HPLC 1100 (Agilent
Technologies, EE. UU.) con detector de arreglo de diodos. La separacion se llevo a
cabo en una columna ACE EXCEL C18-Amide (150 x 30 mm x 3 ym). La fase mouvil
consistié en una mezcla de acido férmico al 1% (A) y acetonitrilo (B): inicié con 0.5%
de B, incremento lineal a 30% de B a los 10 min, 30% de B durante 10 min e incremento
lineal hasta 60% de B a los 30 min. El tiempo total de la corrida fue de 35 min. El flujo
fue de 0.4 mL/min y el volumen de inyeccion de 15 yL. La deteccion se realizé a 250,
320 y 355 nm. Para la identificacion de los componentes, una alicuota de 5 pL fue
inyectada en un equipo HPLC modelo ACCELA (Thermo Scientific, EE. UU.) con
detector de arreglo de diodos y acoplado a un espectrometro de masas con trampa
ionica lineal LTQ-XL (Thermo Scientific, LTQ-XL, EE. UU.). La separacion

cromatografica se realizo utilizando las condiciones descritas anteriormente y los
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pesos moleculares de cada pico se analizaron en el espectrometro de masas con una
interfase de electroasperjado (ESI) operando en modo negativo. El analisis se llevo a
cabo en modo de escaneo completo de datos dependientes de MS" de m/z 115 a 2000.
La identificacion de los componentes se realizd a partir de los patrones de
fragmentacion, asi como los datos generados a partir de los estandares comerciales

disponibles (e.g., acido galico, quercetina, isoramnetina y kaempferol).

8.3.3. Métodos de evaluacioén de la actividad biolégica in vitro
8.3.3.1. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los EMs de las tres especies de Graptopetalum se
determind por los métodos colorimétricos DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) y ABTS
(acido 2,2’-azino-bis[3-etilbenzotiazolin]-6-sulfénico); asi como por el método
fluorométrico ORAC (Capacidad de Absorcién de Radicales de Oxigeno). Estos
métodos son utilizados para medir la inactivacion de radicales libres por transferencia
de hidrégenos o electrones en el caso de los métodos DPPH y ABTS y de hidrogenos
por ORAC. DPPH, ABTS y ORAC presentan diferencias para medir antioxidantes de
diferente polaridad. Los métodos DPPH y ORAC (en la version aplicada) miden
principalmente la actividad de compuestos hidrofilicos; mientras que en ABTS se

miden la actividad de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos.

8.3.3.1.1.Método DPPH

El método DPPH determina la capacidad de una sustancia de donar electrones
0 atomos de hidrogeno y se mide como la pérdida de color purpura de la solucion del
radical DPPH (1, 1-difenil-2-picrilhidracilo) (Brand-Williams y col., 1995). La evaluacion

se realizé en microplaca de 96 pozos de fondo plano. Los EMs de Graptopetalum se

39



disolvieron en MeOH (50-600 pg/mL); en cada pocillo se mezclaron 20 uL del EM o de
una solucién de Trolox (0-200 pg/mL) con 180 uL de DPPH (150 mM). La mezcla se
homogenizo y se dejé en reposo por 30 min a 27 °C en oscuridad, posteriormente se
midié la absorbancia a 530 nm. Como blanco se utilizé MeOH vy los resultados se
expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto metandlico

(umol ET/g EM).

8.3.3.1.2.Método ABTS

En el método de ABTS (acido 2,2’-azino-bis[3-etilbenzotiazolin]-6-sulfénico), el
reactivo es oxidado a su correspondiente radical ABTS'™ que presenta un color azul-
verde intenso. Las sustancias antioxidantes transfieren electrones o atomos de
hidrogeno al radical provocando su decoloracion, permitiendo monitorear la pérdida de
absorbancia dependiente del tiempo de reaccion (Re y col., 1999). El radical ABTS™
se preparé mezclando 5 mL del reactivo ABTS (7 mM) y 88 uL de una solucién de
persulfato de potasio (140 mM), la mezcla se dejé reaccionar por 12 —-16 ha 25 °C en
la obscuridad. El radical ABTS"* se diluyd con una solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) (7 mM, pH 7.4) hasta obtener una absorbancia de 1.400 + 0.020 a 734 nm. La
evaluacion se realizd en microplaca de 96 pozos de fondo plano. Los EMs de
Graptopetalum se disolvieron en MeOH (50-600 ug/mL) y en cada pocillo se mezclaron
20 uL del EM o de una solucion de Trolox y 180 L del radical ABTS (7 mM); la mezcla
se dejé reposar durante 10 min a 37 °C en la obscuridad y se midié la absorbancia a
734 nm. Para la cuantificacién se prepard una curva patrén de Trolox (0-100 ug/mL),

evaluando la actividad antioxidante como se describié para la muestra. Como blanco
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se utiliz6 MeOH vy los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de

Trolox por gramo de extracto metandlico (umol ET/g EM).

8.3.3.1.3.Método ORAC

El ensayo de ORAC mide la capacidad de un antioxidante de inhibir, mediante
un mecanismo de transferencia de hidrégenos, la oxidacion de la fluoresceina inducida
por los radicales peroxilo generados por APPH (2,2’-azobis[2-metilpropionamidina]
dihidrocloruro). A diferencia de los métodos antes descritos, el método ORAC presenta
relevancia bioldgica, puesto que posee la ventaja de evaluar la inactivacion de
radicales libres que se presentan en organismos vivos (Prior y col., 2005). Los EMs de
Graptopetalum se disolvieron en MeOH (10 mg/mL) y se diluyeron (1:500 v/v) con PBS
(75 mM, pH 7.4). En microplacas oscuras de 96 pozos con fondo plano se adicionaron
25 yL de la muestra, 25 pL de PBS (blanco) o 25 pL de Trolox (25 - 125 pM) (curva
estandar). La placa llena se coloco en el equipo de lectura de fluorescencia (Synergy
2 SL, BioTek Instruments, EE. UU.) que afadié automaticamente, a cada pozo, 200
ML de fluoresceina (0.96 pM) y 75 pL de AAPH (95.8 mM). La intensidad de
fluorescencia (485 nm (ex)/525 nm (em)) se midi6 por un periodo de 75 min (37 °C) en
intervalos de 1 min (Huang y col.,, 2002). La capacidad antioxidante se obtuvo
calculando la diferencia entre la disminucion en la intensidad de fluorescencia de la
muestra y del control Trolox, comparando las areas bajo la curva generada por el
equipo. Los resultados fueron expresados como micromoles equivalentes de Trolox

por gramo de extracto metandlico (umol ET/g EM).
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8.3.3.2. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

El ensayo de actividad inhibitoria de a-glucosidasa (laG) se realizé de acuerdo
con lo reportado por da Silva Pinto y col. (2008) con algunas modificaciones. En una
microplaca de 96 pozos se mezclaron 50 uL de los EMs de Graptopetalum (12.5-400
pg/mL) con 100 uL de a-glucosidasa (0.5 U/mL) (de Saccharomyces cerevisiae) en
PBS (0.1 M, pH 6.9). La placa se incub6é por 10 min a 37 °C (Stat Fax-2200,
AWARENESS TECHNOLOGY, EE. UU.). Después de la incubacién, 50 uL de una
solucion de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (5 mM) en PBS se adicionaron en cada
pozo. La placa se incubd nuevamente por 10 min a 37 °C. Después de la incubacién
se registro la absorbancia a 405 nm utilizando un lector de microplaca (Labsystems
Multiskan RC, Fisher Scientific, Finlandia). Una solucién sin la muestra se utilizd6 como
control, mientras que una solucion sin el sustrato se utilizd6 como blanco. Como
estandar de referencia se utilizé el farmaco comercial acarbosa (0.312-5 mg/mL). El
experimento se realizé por triplicado y el porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa se

calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(AbsC — AbsM)
%laG = AbSC 100

Donde AbsC es la Absorbancia del Control, y AbsM la Absorbancia de la

Muestra.

8.3.3.3. Actividad inmunomoduladora
La actividad inmunomoduladora se evalué de acuerdo con la metodologia
establecida por Lin y Tang (2007) con algunas modificaciones. Los ratones BALB/c se

sacrificaron por dislocacion, se sanitizaron en una disolucion de benzal al 10% (v/v) y
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el bazo se les extrajo en condiciones asépticas. El bazo se colocd en una caja Petri
con medio para cultivos de tejido RPMI-1640 y se homogeniz6 en el medio usando el
émbolo estéril de una jeringa; la suspension celular se centrifugd a 200 g por 5 min
(EBA 20 Hettich Zentrifugen, Alemania) y se elimind el sobrenadante. Las células
recuperadas se trataron con amortiguador de lisis para eliminar los eritrocitos, la
suspension se centrifugé a 200 g por 5 min y en la pastilla se recuperaron los
esplenocitos. Estas células se suspendieron en medio RPMI-1640 complementado
con suero fetal bovino al 10% v/v y una mezcla de antibiotico y antimicético al 1% v/v
(Sigma). La suspension se ajustdé a una concentracion de 5 x 10° células/mL, se
tomaron 200 pL de la suspension y se depositaron en placas de ELISA de 96 pocillos
fondo plano. Las placas se incubaron con 50 pL de los agentes mitogénicos (5 pg/mL
Con Ao 10 pg/mL de LPS) o 50 L de los EMs de Graptopetalum (25, 50 y 100 pg/mL
de extracto). Las soluciones de los mitdbgenos y extractos se hicieron en medio RPMI-
1640. La placa se incubd durante 24 h a 37 °C en una incubadora con atmdsfera de
CO2 al 5% y con 95% de humedad (Walter-Jacketed Automatic CO2 Incubator,
NUAIRE, EE. UU.). Los mitdgenos usados estimularon la proliferacién de linfocitos T
(Con A) o de linfocitos B (LPS). La proliferacién celular se determind usando el
colorante vital 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difeniltetrazolio (MTT), las células viables
indujeron la formacion de sales de tetrazolio (Fernandez-Botran y Vetvicka, 2000). A
cada pozo se afadieron 10 uL de una disolucién de 5 mg/mL de MTT en PBS. La placa
se incub6 nuevamente por 4 h a 37 °C. La absorbancia se midié a 492 nm en un lector
de placas ELISA (Multiskan Bichromatic, Fisher Scientific, EE. UU.). Los resultados se

expresaron como porcentaje de proliferacion celular relativo al control.

43



8.3.3.4. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalué mediante el método de microdilucién en
caldo, siguiendo las directrices descritas por el “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI, 2009). La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se determiné como
la concentracion de extracto que es capaz de inhibir al 100% el crecimiento bacteriano.
Para esto, las cepas bacterianas fueron sembradas en medio TSA e incubadas hasta
fase logaritmica (37 °C/18-20 h), se prepard una suspension del inéculo en solucion
salina (0.85% p/v) y se ajustd su turbidez a 0.5 del estandar de McFarland (1x108
UFC/mL; T = 62.7£0.5). En un vial con 9.9 mL de caldo Mueller Hinton se agregaron
100 pL de la suspension bacteriana para obtener asi el indculo a emplear (1x10°
UFC/mL). El ensayo de actividad antibacteriana se realiz6 en placas estériles tipo
ELISA de 96 pozos, fondo en U con tapa; en las columnas 2A a la 12G se adicionaron
50 uL del tratamiento (extracto) y 50 uL del inoculo bacteriano; mientras que, a partir
de la fila 1A a la 1G se afnadieron 50 uL de los extractos a evaluar en una serie de
diluciones (15.625-1000 pg/mL), empleando DMSO al 5% como disolvente. La
columna 1 sin inéculo y la fila H sin extracto, se tomaron como controles negativo y
positivo (gentamicina) (0.25-16 pg/mL), respectivamente. La placa se selld6 con
parafilmy se incubé (37 °C/18-20 h). La CMI se determind de manera visual basandose
en la ausencia de un botdon de crecimiento en el fondo del pozo o de turbidez en el
medio después de incubar las placas. La Concentracion Minima Bactericida (CMB) se
determiné tomando con un asa indculo de cada pozo donde no se observo crecimiento
bacteriano, incluyendo al de la CMI, y fue sembrado en cajas Petri con medio TSA.
Las cajas Petri se incubaron a 37 °C por 18 - 20 h. La concentracién minima de extracto

en la que no se observo crecimiento en placa se tomé como el valor de CMB.
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8.3.3.5. Actividad antiparasitaria contra Giardia duodenalis

Los trofozoitos de G. duodenalis se cultivaron en medio TYI-S-33 adicionado con
antibidtico (0.5% v/v) y suero fetal bovino inactivado (SFB). El medio para descongelar
los parasitos contiene SFB al 15% v/v, mientras que el medio para cultivarlos contiene
10% de SFB. Los componentes utilizados para preparar el medio se disolvieron en
agua tridestilada estéril, ajustando el pH a 7 con NaOH 1 N, y posteriormente se

esterilizaron por filtracion (Keister, 1983).

8.3.3.5.1.Criopreservacion de la cepa

La cepa de G. duodenalis se preservo en medio TYI-S-33 suplementado con SFB
al 20% v/v y DMSO (dimetil sulfoxido) al 10% v/v. Un concentrado de trofozoitos de G.
duodenalis se prepard a partir de un cultivo de 48 h de incubacion; para tal fin, los
tubos con el cultivo fueron introducidos en hielo por 40 min para desprender los
parasitos de las paredes, se centrifugaron a 2,500 rpm/5 min (BECKMAN, GS-6,
EE.UU.), el sobrenadante fue decantado y el concentrado se resuspendié en 1 mL de
medio con las caracteristicas antes descritas. Las muestras se colocaron en crioviales,
se congelaron de inmediato con nitrogeno liquido y se almacenaron a —80 °C hasta su
utilizacion.
8.3.3.5.2. Descongelamiento y recuperacion de los trofozoitos de G. duodenalis

La cepa de G. duodenalis fue descongelada de manera gradual de —80 °C hasta
37 °C. La suspension (1 mL) de trofozoitos de G. duodenalis en solucion
criopreservadora (medio TYI-S-33 suplementado con SFB al 20% v/vy DMSO al 10%
v/v) fue transferida del criovial a un tubo de vidrio de 15 mL con tapa de rosca con 9

mL de medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15% v/v), la mezcla se agito
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suavemente y fue centrifugada a 2,500 rpm por 5 min (BECKMAN, GS-6, EE. UU.)
para eliminar los restos de DMSO presentes. El sobrenadante se decantd, la pastilla
se resuspendié en 13 mL de medio TYI-S-33 suplementado con SFB (15% v/v) y la
mezcla se incubd por 24 h/37 °C en una incubadora con corriente de CO2 al 5%
(Fischer Scientific EE. UU.). Este procedimiento se repitié cada 24 h durante dos dias.
Al tercer dia, se realizaron subcultivos (dos tubos con 5 mL de cultivo). A cada tubo se
le adicioné medio nuevo suplementado con SFB ahora al 10%, hasta un volumen final
de 13 mL. Los tubos fueron incubados por 48 h a 37 °C y se prosiguio a la evaluacion
de actividad antiparasitaria de los EMs. Se requirieron un maximo de ocho tubos con

cultivo para cada ensayo.

8.3.3.5.3. Evaluacion de la actividad in vitro contra Giardia duodenalis

La determinacion de la viabilidad de los trofozoitos de G. duodenalis se realizé
usando el colorante azul de tripano al 4%. Se tomaron 100 pL del cultivo perfectamente
homogenizado y se mezclaron con 10 pL de colorante; la mezcla se homogenizé y se
colocaron 10 uL en una camara de Neubauer para realizar la observacion microscopica
y el recuento celular. Los criterios de viabilidad evaluados se basaron en la movilidad,
cambios morfoldgicos y la retencion del colorante por los trofozoitos (Montes-Avila y
col.,, 2009). Después del recuento de células, se preparé una suspension a una

concentracion de 1 x 10° células/mL.

Una vez preparado el cultivo se procedid a la evaluacién de las muestras. El
ensayo se llevo a cabo en microplacas de 96 pozos fondo plano donde se colocaron
200 uL del cultivo (250,000 giardias/mL, 50,000 giardias/pozo) y 100 uL de EM (31.25-

500 pg/mL al 0.5% de DMSO) en medio TYI-S-33. Como control negativo se utilizo
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solvente DMSO al 0.5% en medio TYI-S-33 (sin extracto) y en el positivo se afiadi6
metronidazol (5 ug/mL). La microplaca se incub6 a 37 °C durante 24 h (5% de CO2),
se centrifugd (2,500 rpm/5 min) (BECKMAN, GS-6, EE.UU.) y se hicieron dos lavados
con PBS 10 mM (pH 7.4) para eliminar los restos de medio TYI-S-33. Los trofozoitos
se resuspendieron en 200 uL de PBS, se les adicionaron 20 yL de MTT (5 mg/mL) y
se incubaron nuevamente durante 3 h. Pasado este tiempo, la microplaca se centrifugd
(4,000 rpm/5 min), se eliminé el sobrenadante y las sales de formazan formadas por
las células vivas se disolvieron afiadiendo 200 pL de DMSO y agitando durante 20 min.
Finalmente, la absorbancia fue medida a 560 nm (Multiskan Bichromatic, Fisher

Scientific, EE.UU.). El porcentaje de inhibicion se calculd con la formula:

(AbsC — AbsM)
%Inh = AbSC 100

Donde AbsC es la Absorbancia del control, y AbsM |la Absorbancia de la muestra.

8.4. Analisis de toxicidad de los extractos metanodlicos de Graptopetalum
8.4.1. Ensayo de toxicidad in vitro contra nauplios de Artemia salina

El ensayo de toxicidad de A. salina se llevd a cabo de acuerdo con el
procedimiento registrado por Meyer y col. (1982) y Solis y col. (1993). Para la
determinacién de toxicidad de compuestos con actividad bioldgica se utilizaron larvas
(nauplios) de A. salina, que son microcrustaceos con alta sensibilidad a sustancias
exdgenas, por lo cual son considerados como organismos indicadores de toxicidad.
Este ensayo es eficaz, sencillo, rapido y confiable (Michael y col., 1956; Vanhaecke y

Persoone, 1981).
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8.4.1.1. Obtencion de las larvas de Artemia salina

Para obtener las larvas, quistes de A. salina se incubaron en medio salino. El
medio salino se preparé mezclando, en un vaso de precipitado, 38 g de sal comercial
(sales para pecera tropical®) y 1 L de agua desionizada; a la solucién se afiadieron 300
mg de los quistes y se oxigend mediante una bomba para pecera; la temperatura se
mantuvo en un rango 6ptimo de 25-30 °C y bajo una fuente de luz. A las 24 h, los
nauplios fototrépicos fueron recuperados con ayuda de una pipeta Pasteur y se
transfirieron a otro recipiente con medio fresco (solucion salina), donde se mantuvieron

por otras 24 h para obtener nauplios estadio Il.

8.4.1.2. Preparacion de los extractos metandlicos para el ensayo de toxicidad
Los EMs fueron disueltos en Tween 80 al 5% (40 mg/10 mL de solucion salina
v/v), la concentracion maxima a evaluar fue de 2000 ppm de la cual se prepararon

diluciones de 1000, 500,100 y 10 ppm.

8.4.1.3. Evaluacion de la toxicidad de los extractos metandlicos

La evaluacion se llevo a cabo en tubos de ensayo de 5 mL y cada concentracién
fue evaluada por triplicado. En cada tubo y utilizando una pipeta Pasteur de vidrio, 10
nauplios se colocaron en un volumen no mayor a 0.5 mL. A cada tubo con nauplios se
le agreg6 1 mL de la disolucion de los compuestos a evaluar a diferentes
concentraciones (2000, 1000, 500, 100 y 10 ppm) y se afor6é a un volumen final de 2
mL con solucion salina. Se utilizé Tween 80 al 5% v/v como control negativo. Los tubos
se incubaron a temperatura ambiente (25-30 °C) bajo luz continua durante 24 h.

Después de la incubacioén se realizé el conteo de nauplios muertos en cada tubo, asi
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como los vivos en los blancos. Los resultados se reportaron como porcentajes de

mortalidad, determinados por la correccién de la formula de Abbott (Abbott, 1987):
r
0, = [ —
%M = (S) 100
En donde % M es porcentaje de mortalidad, r son larvas muertas en el extracto y
s’ son las larvas vivas en el blanco. Los valores de la concentracion letal media CLso
se determinaron graficando la concentracion de los extractos evaluados contra el

porcentaje de letalidad del conteo en 24 h. La informacién se analizé utilizando el

analisis probit (Finney 1971).

La escala de toxicidad del ensayo con A. salina se establecio siguiendo lo descrito
por Meyer y col. (1982), Sanabia-Galindo y col. (1997) y el CYTED (Pinzén y Sanchez,
1995) y en base a los valores de CLso (Cuadro 5): elevada (0.1-100 yg/mL), moderada
(100-300 pg/mL), baja (300 — 640 pg/mL), minima (mayor a 640 ug/mL) y no toxica (>

2000 pg/mL).

8.4.2. Evaluacién de toxicidad aguda en ratones BALB/c
El ensayo se realizdé de acuerdo con las directrices para pruebas de productos
quimicos establecidas por la “Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo

Econdmico” (OECD, por sus siglas en inglés) (OECD, 2022).

En el ensayo se utilizaron grupos conformados por tres ratones BALB/c hembras
de 50 a 60 dias de edad (25 a 30 g de peso corporal). Los ratones se mantuvieron en
jaulas con 12 h luz/oscuridad, 24 + 1 °C y 30 — 70 % de humedad relativa. El agua y
alimento se proporcionaron a libre demanda. Los EMs de Graptopetalum se disolvieron

en aceite de maiz como vehiculo y a los ratones, con ayuno previo de 4 h, se les
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Cuadro 5. Clasificacion de toxicidad (CYTED)."

Grado de toxicidad Concentracion (pg/mL)
Extremadamente toxico 0-10
Altamente toxico 10-100
Moderadamente toxico 100-500
Ligeramente toxico 500-1000
Practicamente no toxico 1000-1500
Relativamente inocuo >1500

'Clasificacion de toxicidad de acuerdo con el Manual de
Técnicas de Investigacion del CYTED (Programa
Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el

Desarrollo).
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administré una dosis de 2000 mg/kg de peso por via intragastrica (1 mL/100 g p.c.).
Los ratones fueron observados por 24 h posteriores a la administracién de las dosis y
se registro la mortalidad. Los ratones sobrevivientes se mantuvieron en observacion
durante 14 dias (bajo las condiciones antes descritas) para determinar algun efecto
tardio de los EMs. Posteriormente, los ratones se pesaron y sacrificaron por
dislocacion cervical. Muestras de sangre se obtuvieron por puncion cardiaca para
determinar parametros hematologicos y se extrajeron los 6rganos vitales para registrar

peso y caracteristicas macroscoépicas.

8.5. Analisis estadistico

Las mediciones se realizaron por triplicado y se registraron como la media * la
desviacion estandar. La normalidad de los datos se determind mediante la prueba
Shapiro—-Wilk (n < 50). Los datos normales se analizaron por ANOVA de una via y el
contraste de medias se realizé por la prueba de Fisher (LSD, P < 0.05). Adicionalmente
se determind la relacion entre la actividad biolégica y los componentes quimicos
mediante una prueba de correlacion de Pearson. El analisis estadistico se llevo a cabo
utilizando los programas Microsoft Exel 365, GraphPad Prism v. 8.1 (software
GraphPad Prism®, Inc., EE. UU.), STATGRAPHICS Centurién XVI (Statistical Graphics

Corporation, EE. UU.) y Minitab 19® (Cuadro 6).
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IX. RESULTADOS
9.1. Humedad y rendimiento de extraccion
El contenido de humedad en las hojas de las tres especies de Graptopetalum
estuvo entre 90.40% y 92.88%. Los rendimientos de los EMs variaron de 20.65 a

26.13%, siendo G. sinaloensis la especie con el mayor valor (Cuadro 7).

9.2. Caracterizacion fitoquimica
9.2.1. Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis fitoquimico cualitativo de los EMs de las tres especies de
Graptopetalum revel6 la presencia de cuatro de los ocho grupos de metabolitos
estudiados (flavonoides, taninos, terpenos/esteroles, saponinas) (Cuadro 8). Los
metabolitos secundarios identificados se presentaron en una proporcion similar en las
tres especies. Sin embargo, los taninos hidrolizables tuvieron mayor representacion en
G. sinaloensis, registrando en la prueba colorimétrica un color azul oscuro, en
contraste con un mayor contenido de taninos condensados (coloracién verde oscura)
en G. rusbyi y G. occidentale. En las especies estudiadas no se encontraron

cumarinas, alcaloides, cardiotdnicos y antracénicos libres.

9.2.2. Cuantificacion de metabolitos totales
9.2.2.1. Fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales (FT) en los EMs de las especies de
Graptopetalum estuvo en el rango de 88.19 a 133.34 mg EAG/g EM (Cuadro 9),

presentando G. rusbyi la mayor concentracion (133.34 mg EAG/g EM).
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Cuadro 7. Contenido de humedad y rendimiento de extraccion

de los extractos metandlicos de hojas de especies de

Graptopetalum.’
Especie de Porcentajes (% b.s.)
Graptopetalum .
Humedad Rendimiento EM

G. sinaloensis 90.4+£0.0032 26.1£5.432

G. rusbyi 92.5+0.001° 20.7£11.172

G. occidentale 92.9+0.006° 25.5+1.232
LSD 0.80 22.949

'Los valores son la media *+ desviacion estandar de al menos
dos réplicas. b.s.: base seca. Letras superindices diferentes

indican diferencia significativa (Fisher, P < 0.05).
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Cuadro 8. Composicion fitoquimica de los extractos metandlicos de

hojas de las especies de Graptopetalum.”

Especie de Graptopetalum

Metabolito
G. sinaloensis G. rusbyi G. occidentale
Flavonoides ++ ++ ++
Taninos +++ +++ +++
Terpenos/esteroles +++ +++ +++
Cumarinas - - -
Saponinas + + +
Alcaloides - - -

Cardiotonicos - - -

Antracénicos libres - - -

'Indica (+++) fuerte, (++) media, (+) poca presencia o (-) ausencia

completa del metabolito.
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Cuadro 9. Contenido de metabolitos totales en los extractos metandlicos de

hojas de especies de Graptopetalum.’

Especie de Fendlicos totales Flavonoides totales Taninos totales

Graptopetalum ., EAG/g EM mg EQ/g EM mg EC/g EM
G. sinaloensis ~ 120.9+10.143 22.1+0.80 924.8 £51.28
G. rusbyi 133.3£12.09° 15.540.72° 1159.5 +31.67°
G. occidentale  88.2+12.67° 20.5+0.25 482.1+9.05°
LSD 31.195 2.108 111.471

'Los valores son la media + desviacion estandar de dos ensayos
independientes cada uno por triplicado. Letras superindices diferentes en una
misma columna indican diferencia significativa (Fisher, P < 0.05). EM, extracto
metandlico. El contenido de los metabolitos esta expresado como Equivalentes

del estandar por gramo de EM: AG, acido galico; Q, quercetina; y C, catequina.
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9.2.2.2. Flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales (FVT) de los EMs de las especies de
Graptopetalum estuvo entre 15.51 y 22.12 mg EQ/g EM (Cuadro 9), destacando G.

sinaloensis (22.12 mg EQ/g EM).

9.2.2.3. Taninos totales
El contenido de taninos totales (TT) de las especies de Graptopetalum estuvo en
el rango de 482.13 a 1159.46 mg EC/g EM (Cuadro 9), resultando mayor para G.

rusbyi (1159.46 mg EC/g EM).

9.3. Identificacion de componentes individuales
9.3.1. Perfil de compuestos lipofilicos

El analisis por GC-MS de las especies de Graptopetalum indico la presencia de
compuestos de diversa naturaleza como hidrocarburos, alcoholes, amidas, salicilatos,
hidroxiacidos, acidos grasos y sus ésteres, asi como terpenos Yy fitoesteroles (Cuadro
10). Las tres especies coincidieron en la presencia de ciertos compuestos como el fitol,
campesterol, fucosterol, y-sitosterol y D-a-tocoferol (vitamina E), siendo estos dos
ultimos los compuestos mayoritarios. También se identificaron acidos grasos como el
acido palmitico, oleico y miristico. Algunos componentes fueron especificos de las
especies, por ejemplo, a-amirina y acido miristico en G. sinaloensis y G. rusbyi,
hopenona B y lupeol en G. occidentale, baurenol en G. sinaloensis y simiarenol en G.

rusbyi.
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9.3.2. Perfil de compuestos fendlicos
9.3.2.1. Analisis por HPLC-MS

La identificacidn de compuestos en las tres especies de Graptopetalum se realizd
a partir de los espectros de absorcion UV-Vis y de los patrones de fragmentacion
obtenidos mediante espectrometria de masas por ionizacién de electroasperjado en
modo negativo (ESI-MS). Los espectros de UV-Vis evidenciaron principalmente la
presencia de compuestos fenadlicos de tipo taninos hidrolizables (Amax = 250 y 270 nm)

y condensados (Amax = 240, 380 y 650 nm), flavonoides (Amax = 250 y 350 nm) y acidos

fendlicos (Amax = 320 nm) (Cuadro 11).

El analisis ESI-MS/MS mostro los iones cuasimoleculares [M—-H]™ y fragmentos
caracteristicos para compuestos derivados de quercetina (m/z = 301) (Pascale y col.,
2020), kaempferol (m/z = 285) (El Sayed y col., 2023) y miricetina (m/z = 317) (Odah
y col., 2020); acidos fendlicos derivados de acido cumarico (m/z = 163) (Cheiran y col.,
2019), cafeico (m/z = 179) (El-Shazly y col., 2022) y siringico (m/z = 197) (Luo y col.,
2020); asi como taninos conteniendo acido galico (m/z = 169) (Felegyi-Téth y col.,
2022), acido elagico (m/z = 301) (Fischer y col., 2011; Gu y col., 2013), (epi)catequina
(m/z = 289-287) (Ambigaipalan y col., 2016; Pacifico y col., 2014), (epi)galocatequina
(m/z = 305) (Ambigaipalan y col., 2016) y galato de (epi)catequina (m/z = 441)
(Ambigaipalan y col., 2016). Por otra parte, las pérdidas indicaron la presencia de
grupos sustituyentes como carbohidratos: pentosas (132 Da) (Karonen y Pihlava,
2022), metilpentosas (e.g., ramnosa) (146 Da) (Abdel-Moez y col., 2023), hexosas (162
Da) (Karonen y Pihlava, 2022), acetilhexosas (204 Da) (Cuyckens y Claeys, 2004) y

derivados acetilo (42 Da) (Wang y col., 2023),
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acido malico (116 Da) (Avila y col., 2022), acido maldnico (86 Da) (Cuyckens y Claeys,
2004; Wang y col.,, 2023), acido shikimico (156 Da) (Buzgaia y col., 2021) e
hidroximetilglutaroilo (HMG) (144 Da) (Ling y col., 2013; Rodriguez-Riveray col., 2014)

entre otros.

9.3.2.2. Identificacion de compuestos individuales
La identificacion se realiz6 analizando los espectros de masas de cada pico y

comprarandolos con lo reportado en la literatura.

9.3.2.2.1.Acidos fenélicos

En Graptopetalum se identificaron 14 acidos fendlicos o derivados de los mismos,
la mayoria en forma de ésteres de acidos organicos, el patron de fragmentacién de la
mayoria de estos compuestos presentd iones caracteristicos correspondientes a la
pérdida de agua (- 18), CO2 (- 44) y agua + CO2 (- 62). El pico 2 presento el ion
cuasimolecular m/z = 169 [M—-H]™ y un fragmento abundante de m/z = 125, patrén
caracteristico del acido galico. Asimismo, en los picos 18 y 38 se identifico el fragmento
m/z = 169. El pico 18 con ion cuasimolecular m/z = 303 [M-H]" y fragmento mayoritario
de m/z = 151 [(M-H) - 152]" (- acido galico) asignado al acido cresdtico, por lo que
fue identificado como acido galoil-cresético. El pico 38 fue identificado de forma
tentativa como acido galoil-mucico basado en lo reportado por Yang y col. (2012),
quienes lo asignan basado en el ion cuasimolecular m/z = 361 [M-H]" y el patron de
fragmentacion m/z = 209 [(M-H) — 152]™ con una pérdida de 152 Day m/z =191 [(M—-H)
— 152-18]7, correspondientes a un grupo galoil y una molécula de agua

respectivamente.
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Los picos 3, 4, 5, 7 y 43 presentaron el ion de m/z = 197 [M-H]™ que fue asignado
a acido siringico. El pico 3 fue identificado como acido siringico al presentar un ion
cuasimolecular caracteristico m/z = 197 [M-H]™ y un fragmento abundante de m/z =
153 [(M—-H) —-44] asociado a la pérdida de un grupo carboxilo (CO2). El pico 4 con m/z
= 215 [M-H]™ present6 fragmentos de m/z = 197 [(M—H) —18]~, debido de la liberacién
de H20, y de m/z = 153 [(M—H) —-18-44]" por la posterior liberacion de COz; al respecto,
los datos fueron insuficientes para la identificacion de 4 y solo queddé como derivado
de acido siringico. El pico 5 presentd un ion cuasimolecular de m/z = 313 [M-H]" del
cual derivaron los fragmentos m/z = 269 [(M—-H) —44]~, debido a la pérdida de COz, y
el fragmento mayoritario de m/z = 197 [(M—-H) -116]" caracteristico de acido siringico,
donde la pérdida de 116 Da podria corresponder al acido malico, por lo cual 5 fue
identificado como acido siringoil-malico. Los picos 7 y 43 presentaron el ion
cuasimolecular de m/z = 475 [M—H]™ y con fragmentos importantes a m/z = 313 [(M-H)
-162]" y 197 [(M-H) —-162-116]" previamente analizado para el acido siringoil-malico,
la pérdida de 162 podria atribuirse a glucosa o acido cafeico; el pico 7 presento el
fragmento de m/z = 179 Da confirmando la presencia de acido cafeico, mientras que
en el compuesto 43 no se observo dicho fragmento por lo que los compuestos fueron

identificados como acido siringoil-cafeoil malico (7) y siringoil-maloil-hexdsido (43).

El pico 6 generd el ion cuasimolecular m/z = 279 [M-H]™ y un fragmento
abundante de m/z = 163, correspondiente al acido cumarico con una pérdida de 116
Da, y un fragmento de m/z = 133 (acido malico), por lo que se sugiere que 6 es el acido

cumaroil-malico.
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Los picos 12, 19, 42 y 44 fueron identificados como derivados de acido cafeico al
presentar el fragmento m/z = 179 u. El pico 12 fue identificado como acido cafeoil-
shikimico debido al ion cuasimolecular m/z = 335 u [M—-H]"y su fragmentos principales
derivados de la parte cafeoil m/z = 179 [(M-H) -156]", m/z = 161 [(M-H) -174]" y m/z
=135 [(M-H)-200]", segun lo descrito previamente en la literatura (Ahmed y col. 2019).
La fragmentacion del ion cuasimolecular m/z = 735 u [M-H]~ del pico 19 origind
numerosos iones de m/z = 699, 573, 475, 457, 413 y el mayoritario de 277 [(M-H)
-458]". EI MS3 de 277 u origind los fragmentos de m/z = 233 u por pérdida de CO2y
179 u [(M—-H) —458-98]", la pérdida de 98 Da podria atribuirse a la presencia de acido
fumarico; adicionalmente, el MS® de 457 origin6 los iones de m/z = 325 [(M-H)
-278-132]" y 321 [(M-H) -278-136]" asociados con pérdida de fragmentos de
pentosa y acido dihidroxibenzoico (acido gentisico) reportado previamente en
Graptopetalum (Todorova y col., 2022), este ultimo confirmado por la presencia del ion
m/z = 153 [(M-H) -278-132-172] derivado de la pérdida de pentosa y metanoil-
ramnosa, el pico 19 fue identificado como &acido cafeoil-(metanoil-dihidroxibenzoil-
pentosil)ramnosil-fumarico. El pico 42 se identificd tentativamente como acido cicérico
(acido dicafeoil tartarico) ya que presento el ion cuasimolecular m/z = 473 [([M-H)]" y
su fragmento m/z = 311 [(M-H) — 162]" (acido cafeoiltartarico), resultante de la pérdida
individual de acido cafeico (162 Da); ademas se observo otro ion a m/z = 149 [(M—-H)
— 304] correspondiente al acido tartarico, que fue confirmado por la fragmentacion del
ion m/z = 311 que produjo un ion abundante a 149 [(M—-H) — 162]", correspondiente a
la pérdida de acido cafeico (Khoza y col., 2016). Por ultimo, el pico 44 de m/z = 427
[(M-H)]” fue identificado como &cido dicafeoil-maldnico debido a la presencia de los

fragmentos de m/z = 265 [(M-H) -162]" y 179 [(M—H) -162-86]".
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Por ultimo, dentro de este grupo de metabolitos, el pico 41 presenté un ion
cuasimolecular de m/z = 381 u [(M—-H)]™ que al fragmentarse produjo un ion abundante
am/z =337 u [(M-H) — 44] asociado a la pérdida de un grupo carboxilo (COz2) (44 Da).
Por otra parte, el ion m/z = 301 u [(M-H) — 80]" podria asociarse a la presencia de
acido elagico, posiblemente por la pérdida de un residuo sulfato (80 Da), por lo cual 41

fue identificado tentativamente como acido sulfoxielagico.

9.3.2.2.2. Flavonoides

Entre los compuestos identificados, 12 fueron derivados de flavonoides (14, 15,
16, 17, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29) y la aglicona kaempferol (35). EI kaempferol se
identificd por su ion cuasimolecular m/z = 285 [M-H]™ y patron de fragmentacion
caracteristico conformado por el fragmento principal de m/z = 241 y los iones m/z =
199, m/z =175, m/z =165y m/z = 151. Asimismo, seis de los 12 compuestos restantes
fueron derivados de kaempferol el pico 21 presentd un ion cuasimolecular m/z = 447 u
[M-H]~ con un fragmento abundante m/z = 285 [(M-H) — 162]~ caracteristico de
kaempferol, mientras que la pérdida correspondiente a 162 Da podria asociarse con
una molécula de hexosa. Por lo que 21 fue identificado como kaempferol-O-hexésido.
El resto de los derivados de kaempferol presentaron entre sus sustituyentes mono, di
y/o triacetilhexosas asociadas con la liberacion de los fragmentos 204, 246 y 288 Da,
respectivamente. El pico 25 mostré un ion cuasimolecular de 667 [M—-H]™ y fragmentos
de m/z = 531 [(M-H) —146]", 431 [(M-H) —246]" y 285 (kaempferol) [(M-H) —146 —
246]", por pérdida de ramnosa y diacetil-hexosa, indicando un compuesto disustituido
identificado como kaempferol-O-ramnosil-O-(diacetil)hexdsido. El pico 26 generd un

ion cuasimolecular m/z = 633 [M—H]™ que al romperse produjo un fragmento abundante
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de m/z = 489 [(M—-H) — 144]", que a su vez genero el ion m/z = 285 (kaempferol) [(M-H)
— 144 — 204]" por la posible pérdida de una molécula de HMG y acetil-hexosa. Por lo
que 26 se identific6 como kaempferol-O-HMG-O-acetilhexdsido. El ion cuasimolecular
de 27 fue m/z = 489 [M-H]" y el de 29 fue 531 [M—-H]"; la fragmentacién de éstos
produjo el ion asociado a m/z = 285 [(M—-H) — 204] (27) y [(M-H) — 246]~ (29), lo cuales
correspondieron a la pérdida de acetil-hexosa y diacetil-hexosa, respectivamente. Por
lo que los compuestos fueron identificados como kaempferol-O-acetilhexdsido (27) y
kaempferol-O-(diacetil)hexdsido (29). Por otro lado, el ion cuasimolecular de 28 fue de
m/z =777 u [M-H]" y sus fragmentos m/z = 573 [(M-H) — 204]" y 489 u [(M-H) — 288]"
pueden asociarse a la pérdida de fragmentos de acetil-hexosa y triacetil-hexosa,
respectivamente, ademas del ion m/z = 285 (kaempferol). Por lo tanto, 29 podria

identificarse como kaempferol-O-(triacetil)hexosil-O-(acetil)hexdsido.

El pico 23 mostrd un ion cuasimolecular m/z = 591 u [M—H]™ y generd el fragmento
m/z = 447 [(M-H) — 144]~, que podria corresponder a la pérdida de una molécula de
HMG; mientras que el ion m/z = 285 [(M-H) — 162]" podria deberse a la pérdida de
una hexosa. El MS/MS del fragmento 285 u presenté como fragmento principal un ion
de m/z = 267 u caracteristico de luteolina. Con base en esto, 23 fue identificado

tentativamente como luteolin-O-(HMG)hexdsido.

Por otro lado, dos compuestos derivados de miricetina (14 y 16) fueron
identificados. El pico 14 generd un ion cuasimolecular m/z = 479 u [M-H]" y un
fragmento abundante de m/z = 317 [(M—-H) - 162] por pérdida de hexosa, el cual a su
vez produjo los fragmentos caracteristicos de miricetina m/z = 299 y 179 u.

Consecuentemente, 14 fue identificado tentativamente como miricetin-O-hexdsido;
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mientras que 16 fue identificado como miricetin-O-(acetil)hexdsido, con base al ion
cuasimolecular de m/z = 521 u [M-H]" y el fragmento principal de m/z = 317 [(M-H) -

204] por pérdida de acetil-hexosa.

Los compuestos 15, 17 y 24 generaron el fragmento m/z = 301, que a su vez
genero fragmentos caracteristicos de quercetina m/z = 257, 179 y 151. El patrén de
fragmentacion del pico 15 presento los iones de m/z = 637 u [M-H]~, 505 [(M-H) -
132]" y 433 [(M-H) - 204]; la fragmentacién del ion de 505 u generé el fragmento
principal de m/z = 300 u [Quercetina — 2H]" y 15 fue identificado como quercetin-O-
pentosil-O-(acetil)hexdsido. EI compuesto 17 mostré un ion cuasimolecular de m/z =
463 [M-H]" y un fragmento abundante de m/z = 301[(M-H) —-162] correspondiente a
la pérdida de una hexosa, por lo que 17 se identific6 como quercetin-O-hexdsido. Por
su parte, 24 fue identificado tentativamente como quercetin-O-acetilhexdsido basado
en la formacién de un ion cuasimolecular de m/z = 505 u [M-H]™ y su fragmento
principal m/z = 301 u [(M—-H) — 204]™ derivado de la pérdida de un residuo de acetil-

hexosa.

Por otra parte, 40 generd un ion cuasimolecular m/z = 603 u [M-H]™ y formé un
ion abundante m/z = 451 u [(M—-H) — 152]", posiblemente asociado a la pérdida de un
grupo galoilo (152 Da), que a su vez produjo el ion abundante m/z = 289 [(M-H) —
162]™ que podria corresponder al flavan-3-ol (epi)catequina y la pérdida de una hexosa
(162 Da); por lo tanto, 40 fue identificado tentativamente como (epi)catequin-(galoil)-
hexodsido. EI compuesto 46 fue identificado tentativamente como pinocembrina,

flavanona previamente asociada con un ion cuasimolecular m/z = 255 u [(M-H)]” y un
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fragmento abundante caracteristico a m/z = 237 u, ademas de la presencia de los iones

m/z =211y m/z = 193 (Bibi y col., 2019; Huang y col., 2015).

9.3.2.2.3. Taninos

Once compuestos tipo tanino fueron identificados, la mayoria taninos
condensados con excepcion de 32 que fue un elagitanino. El compuesto 32 presentd
un ion cuasimolecular de m/z = 921 u [M—-H]" y sus fragmentos principales fueron los
iones m/z = 879 [(M-H)-42]", 632 u [(M-H)-289]", 590 u [(M-H)-331]" y 301 u
[(M-H)-289-331]"; las pérdidas de 289 Da y 331 Da se asignaron a moléculas de
(epi)catequina y galoil-glucosa, respectivamente, mientras que el fragmento de 301 u
se atribuye al anion de acido elagico generado por reordenamiento de un residuo de
HHDP (hexahidroxidifenoilo) (Cerulli y col., 2020), por lo que el compuesto fue

identificado como HHDP-(epi)catequin-galoil-glucésido.

Entre los taninos condensados se identificaron dimeros (20, 22, 30, 31 y 34),
trimeros (33 y 36) y unidades monoméricas de proantocianidinas (9, 10 y 37). Los
dimeros y trimeros involucraron las unidades monoméricas: (epi)catequina (EC),
(epi)galocatequina (EGC), galato de (epi)galocatequina (GEGC), C-metil
(epi)robinetinidol (cMER), (epi)azfelequina (EA), galato de (epi)azfelequina (GEA),

distenidina (DT) y teaflavina (TF).

El compuesto 9 presenté un ion cuasimolecular de m/z = 457 u [M-H]" y
fragmentos m/z = 305 [(M-H) -152]" y 169 [(M-H)-288]  correspondientes a
galocatequina y acido galico, respectivamente. Por lo cual, 9 se identificd
tentativamente como galato de (epi)galocatequina. Los compuestos 10 y 37 generaron

el ion cuasimolecular m/z = 441 [M-H]" y fragmentos principales de m/z =289 u [(M-H)
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-152] ((epi)catequina) y m/z = 169 u [(M—-H) —-272]" (acido galico), pudiendo tratarse

de isémeros de galato de (epi)catequina (Pacifico y col., 2014).

En cuanto a los dimeros, 20 presentd el ion cuasimolecular m/z =895 u [M-H]" y
un fragmento importante m/z = 453 u [(M-H) —-442] (GEGC - 5H); la pérdida de 442
sugiere la presencia de GEC, la cual se confirma con el MS® de 857 u, donde se detectd
un ion de m/z = 277 [GEC-162]"; estos datos indican un dimero tipo A de GEC y
GEGC. 22 fue identificado como un dimero tipo A de GEC debido a que su ion
cuasimolecular m/z = 879 u [M—H]~ origind los iones de m/z = 843 [(M-H)-36]" y 439
[(M-H)-440]" (GEC - 2H), la pérdida de 440 sugiere la presencia de GEC, que se
confirma con el ion de m/z = 277 [GEC-162]". El compuesto 30 fue tentativamente
identificado como dimero tipo A de cMER y EC por su ion cuasimolecular de m/z = 589
u [M-H]" y el fragmento m/z = 300 u [(M-H)-289] (cMER - 4H), la pérdida de 289 fue
atribuida a EC. Por su parte, 31 presentd un ion cuasimolecular de m/z = 863 u [M-H]~
y su MS/MS (863 — 827— 647) origind iones importantes de m/z = 425 u
[(M-H)-438]" (GEA-H), y 437 u [(M-H)-426] (GEC - 5H), pérdidas que confirman
los mondmeros; por lo que 31 fue identificado como un dimero tipo A de GEC y GEA.
Por otro lado, el ion cuasimolecular de 34 m/z = 819 u [M-H]" y su fragmento
mayoritario de m/z = 563 u [(M-H) -256]" (TF - H), pérdida de 256 Da sugiere la
presencia de DT, permiten identificar tentativamente a 34 como dimero tipo B de TF y

DT.

Respecto a los trimeros, éstos fueron identificados como taninos condesados
complejos que involucran una unidad de flavonol (Ma y col.,, 2014). El ion

cuasimolecular de 33 m/z = 877 u [M—H]" origind los iones m/z = 835 [(M-H) -42],
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588 u [(M-H) -289]" y 299 u [(M-H) -578]" (Quercetina — 3H); asimismo, el MS/MS
del fragmento mas abundante (588 u) origin6é el fragmento de m/z 299 u [(M-H)
—289-289]" por perdidas atribuidas a EC; consecuentemente, 33 se identific6 como
trimero tipo B de EC-quercetina-EC. En cuanto a 36, éste se identificé como un trimero
tipo B de EC-kaempferol-EC, su patron de fragmentacion mostro el ion cuasimolecular
de m/z = 861 u [M-H]" y fragmentos m/z = 572 u [(M-H) -289]" y 283 u [(M-H)
—-289-289]" (kaempferol — 3H); las pérdidas de 289 Da indican la presencia de dos

moléculas de EC.

9.3.2.2.4. Otros compuestos

El compuesto 8 fue identificado como el compuesto “shanzhiside”, un terpeno
glicosilado previamente reportado en la literatura, que presenté el ion cuasimolecular
m/z = 391 u [M-H]™ y un fragmento de m/z = 229 u [(M—-H) —-162]~ correspondiente a

la pérdida de una hexosa (Wang y Feng, 2009; Xu y col., 2022; Zhou y col., 2010).

El compuesto 11 se identific6 como shikonina (naftoquinona) basado en el ion
cuasimolecular m/z = 287 u [M—-H]™ que produjo los iones prominentes m/z = 272 u
[(M-H) -15]", debido a la pérdida de un metilo (CHs), y m/z = 243 u [(M-H) -44]" por

la pérdida de un grupo carboxilo (COz2) (Ruiy col., 2020).

El compuesto 45 se identific tentativamente como pinoestilbeno (estilbenoide)
por el ion cuasimolecular m/z = 241 u [(M-H)]" y sus fragmentos m/z = 226 u [(M-H) —
15]", pérdida de un grupo metilo (15 Da), y m/z = 197 u [(M-H) — 44]" que puede
representar la pérdida de un grupo carboxilo (Alperth y col., 2023; Wang y col., 2022).

Los compuestos 1, 13 y 39 no fueron identificados. El ion cuasimolecular de 1
m/z = 245 u [M—H]" originé los iones m/z = 209 u [(M-H)-36]", 203 u [(M-H)-42]", 191
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u [(M-H)-54]" y 149 u [(M-H)-96]"; la pérdida de 42 Da puede estar asociada a un
fragmento acetilo y los iones a 191 Da y 149 Da podrian atribuirse a los acidos quinico
y tartarico, respectivamente. EI compuesto 13 presentd el ion cuasimolecular m/z =
429 u [M-H]" y fragmentos de m/z = 385 u [(M—H) -44]", 367 u [(M—-H) —18-44]", 249
u[(M-H) -180]7, 205 u [(M-H) -224]" y 161 u [(M—-H) -268]"; compuesto que tampoco
pudo ser identificado por El-Hawary y col. (2020). De igual manera, el ion
cuasimolecular de 39 m/z = 337 u [M—-H]" origind los iones m/z = 293 u [(M-H) -44]",
249 u [(M-H) =88], 129 u [(M-H) -214]" y 97 u [(M-H) —-240]"; si bien se detectd la
presencia de grupos carboxilos, la mayoria de los iones generados no fue posibles

asociarlos con alguna estructura.

9.4. Evaluacién de la actividad biolégica in vitro
9.4.1. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los EM de las tres especies de Graptopetalum fue
determinada por tres métodos distintos. La mayor actividad antioxidante (umol ET/g
EM) la presentaron los EM de G. rusbyi (DPPH y ABTS) y G. sinaloensis (ORAC)
(Cuadro 12), donde no se observo diferencia significativa entre dichas especies en
ninguno de los métodos (P < 0.05). En cuanto a la actividad antioxidante reportada
como ICso, el orden de actividad fue G. rusbyi = G. sinaloensis > G. occidentale (DPPH)

y G. sinaloensis = G. rusbyi > G. occidentale (ABTS) (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de
hojas de las especies de Graptopetalum expresada como

concentracion inhibitoria media (ICso)."

Especie de DPPH ABTS
Graptopetalum ICs0 (ug EM/mL)
G. sinaloensis 237.2+3.46° 117.4+0.07°
G. rusbyi 234.4+4 502 107.2+3.67°¢
G. occidentale 304.7+7.87° 167.5£2.712
LSD 17.839 8.395

Los valores son la media + desviacion estandar de dos
experimentos independientes. Letras superindices diferentes en

una misma columna indican diferencia significativa (Fisher, P <

0.05).
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9.4.2. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum inhibieron la enzima a-
glucosidasa con valores ICso (ug/mL) en el rango de 126.85 a 72.30; G. rusbyi y G.
sinaloensis fueron las especies mas activas (P < 0.05) (Cuadro 14). De manera
importante, los EMs de las tres especies de Graptopetalum presentaron valores
significativamente menores (Dunnett, P < 0.05) que el farmaco comercial acarbosa

(ICs0 = 968.9 pg/mL) utilizado como control positivo.

9.4.3. Actividad inmunomoduladora

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum incrementaron la proliferacion de
esplenocitos de ratén, excepto G. occidentale a 25y 50 ug/mL (Figura 3). Los EMs de
G. sinaloensis y G. rusbyi a las tres concentraciones presentaron actividad similar (P
> 0.05) o superior (P < 0.05) que LPS (21%). El mayor efecto se observé a 100 ug/mL
en G. rusbyi (55%) y G. sinaloensis (43%); sin embargo, la actividad fue menor que la

presentada por ConA (78%) (P < 0.05).

9.4.4. Actividad antibacteriana

Las especies de Graptopetalum presentaron actividad antibacteriana al menos
contra cuatro de las ocho cepas evaluadas en el ensayo por microdilucion en caldo,
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) estuvieron entre 1000 y 62.5 pg/mL
(Cuadro 15). Los EMs fueron activos unicamente contra cepas Gram positivas y el
orden de actividad fue G. sinaloensis = G. rusbyi > G. occidentale. Los aislados
clinicos Streptococcus grupo A4 y S. aureus 3 fueron las cepas mas sensibles (CMI =

62.5 — 125 pg/mL), sin registrase la CMB (CMB > 1000 ug/mL). Al respecto, el EM de
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Cuadro 14. Concentracion de los extractos metandlicos de las
especies de Graptopetalum que inhibe el 50% de la actividad

de la enzima a-glucosidasa (ICso)."

Especie de
ICs0 (pg/mL)
Graptopetalum
G. sinaloensis 100.0+11.45%
G. rusbyi 72.3+£2.562
G. occidentale 126.9+13.78P
LSD 33.2731

'Los valores son la media + desviacion estandar de dos
ensayos independientes cada uno por triplicado. Letras
superindices diferentes indican diferencia significativa (Fisher,
P < 0.05). Control positivo: acarbosa, ICso = 968.9+76.57
Mg/mL.
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Figura 3. Efecto de los extractos metandlicos (EM) de las tres especies de
Graptopetalum en la proliferacién de esplenocitos de raton. Los valores son la
media de dos ensayos independientes + desviacion estandar cada uno por
triplicado. Superindices diferentes indican diferencia significativa (Fisher, P <
0.05) (LSD: 13.272). Los extractos metandlicos utilizados: G. sinaloensis (EM-
Gs), G. rusbyi (EM-Gr) y G. occidentale (EM-Go). Los controles positivos
lipopolisacarido (LPS) (10 pg/mL) y Concanavalina A (ConA) (5ug/mL).
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G. sinaloensis fue el Unico que mostré actividad bactericida a la maxima concentracion
evaluada (1000 pg/mL) contra S. aureus ATCC 29213. Los valores de CMI y CMB de
los EMs de Graptopetalum fueron mayores al del control positivo gentamicina (CMI =

4 -0.5pug/mL; CMB =1 -4 ug/mL).

9.4.5. Actividad antiparasitaria contra G. duodenalis
Los EMs de las tres especies, evaluados hasta 500 pg/mL, no afectaron la

viabilidad y reproduccion de los trofozoitos de G. duodenalis.

9.5. Evaluacioén de la toxicidad de los extractos metandlicos
9.5.1. Ensayo de toxicidad in vitro frente a nauplios de Artemia salina

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum resultaron no toxicos hasta la
maxima concentracion evaluada (2000 ppm) en el ensayo de A. salina (Cuadro 16),
registrandose ausencia de letalidad, cambios morfolégicos y alteraciones en la
motilidad de los nauplios. De acuerdo con lo establecido por Meyer y col. (1982),
Sanabria-Galindo y col. (1997) y el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia
para el Desarrollo (CYTED) (Pinzon y Sanchez, 1995), los EMs de las tres especies

de Graptopetalum pueden clasificarse en la categoria de inocuos.

9.5.2. Evaluacion de toxicidad aguda en ratones BALB/c

Todos los ratones tratados con los EMs (2 g/kg) de las tres especies de
Graptopetalum se mantuvieron vivos hasta los 15 dias posteriores a la administraciéon
de la dosis. En el periodo de observacién, los ratones presentaron comportamiento

normal y no mostraron indicios de reacciones adversas al tratamiento; unicamente se
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Cuadro 16. Toxicidad de los extractos metandlicos de hojas de las especies de

Graptopetalum sobre nauplios de Artemia salina.’ ?

» Numero de nauplios
Concentracién

Especie por pozo Letalidad (%)
(ng/mL)
Muertas Totales
2000 0 10 0
1000 0 10 0
G. sinaloensis 500 0 10 0
100 0 10 0
10 0 10 0
2000 0 10 0
1000 0 10 0
G. rusbyi 500 0 10 0
100 0 10 0
10 0 10 0
2000 0 10 0
1000 0 10 0
G. occidentale 500 0 10 0
100 0 10 0
10 0 10 0

'Los valores son el resultado de tres determinaciones. Blanco: Tween 80 (5%).
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observé somnolencia en los primeros 30 min después de la administracion de la dosis.
El aumento de peso corporal, desde el inicio de la prueba hasta el final de la
evaluacion, fue similar entre los grupos tratados y el grupo control. En el mismo
sentido, el peso de 6rganos vitales de animales tratados y sin tratar fue similar (P <
0.05) (Cuadro 17). De manera similar, los parametros hematoldgicos fueron similares
entre los grupos (Cuadro 18).
9.6. Analisis de correlacion entre componentes quimicos y actividades

biolégicas de los extractos metandlicos

El analisis de Pearson mostré correlacion entre componentes fitoquimicos y las
actividades bioldgicas evaluadas (Cuadro 19). El contenido de fendlicos totales mostrd
correlacion significativa y positiva fuerte con el contenido de taninos totales (r > 0.9902;
P =0.0892) y actividad antioxidante por los métodos DPPH (r > 0.9944; P = 0.0676) y
ABTS (r > 0.9999; P = 0.0064). Por otro lado, la actividad inhibitoria de la enzima a-
glucosidasa (laG) mostrd correlacion negativa con el contenido de fendlicos totales (r
> -0.9556; P = 0.1904). En concreto, los fendlicos totales mostraron la mayor

correlacion con las actividades biologicas evaluadas.
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X. DISCUSION

10.1.Humedad y rendimiento de extraccién

La humedad de las hojas de las tres especies de Graptopetalum fue superior al
90%. Estas plantas pertenecen a la familia Crassulaceae y presentan Metabolismo
Acido de las Crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés), caracterizandose por
almacenar grandes cantidades de agua (Atmaca, 2022; Niechayev y col., 2019). El
contenido de humedad coincide con lo reportado para G. paraguayense (>96%)
(Chungy col., 2012; Wuy col., 2011) y crasulaceas del estado de Sinaloa (E. craigiana,

E. kimnachiiy E. subrigida) (93.6 - 96.5%) (Lépez-Angulo y col., 2019).

Los rendimientos de extraccion para los EMs de las especies de Graptopetalum
oscilaron entre el 20.65% y el 26.13%. Al respecto, los rendimientos de los extractos
acuosos de G. paraguayense estuvieron en el rango de 3.84 a 45.20% (Aiy col., 2017;
Chungy col., 2012; Wuy col., 2011), mientras que para extractos etandlicos fue de 1.95
a 3.84% (Chou y col., 2008; Chungy col., 2005; Huang y col., 2005). En comparacién
con especies pertenecientes a la familia Crassulaceae, en este trabajo se obtuvieron
rendimientos para el EM similares a los reportados en Rhodiola rosea (25%)
(Olennikov y col., 2020) y mayores rendimientos a los reportados para Bryophyllum
pinnatum (10.46%) (Bhandari y col., 2021). Por otra parte, estos resultados también
fueron similares a los reportados para el EM de E. subrigida (20.7%) e inferiores a
los de E. craigiana (32.3%) y E. kimnachii (40.3%) (Lopez-Angulo y col., 2019). La
diferencia de rendimiento entre especies de Crassulaceae depende de diversos
factores tales como composicion quimica, solvente de extraccion y método de

extraccion. De esta manera, la seleccion de las condiciones de extraccion es esencial
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para maximizar el contenido de metabolitos y actividades biologicas de la muestra

(Hayouni y col., 2007; Lezoul y col., 2020).

10.2. Caracterizacion fitoquimica

Los metabolitos secundarios son comunes en plantas y muy importantes en sus
procesos fisiolégicos y ecologicos, por ejemplo, en fotosintesis, polinizacion,
proteccion contra predadores y adaptacion al entorno, entre otros. Las plantas
producen estas sustancias en respuesta al estrés bidtico (e.g., herbivoros y
microorganismos) y abidtico (e.g., sequia, temperatura y salinidad) a través de
estimulos celulares; éstos promueven cascadas de sefializacién en diversos tejidos
(e.g., hojas, tallos, raices, flores y frutos) que resultan en los ajustes metabdlicos que
la planta requiere (de Melo y col., 2023). Los metabolitos secundarios muestran una
diversidad de actividades biolégicas tales como antioxidante, antimicrobiana,
antifungica y antiviral, ademas, algunos de ellos contribuyen a la nutricion. Esta
combinacion de propiedades ha permitido que muchas plantas sean utilizadas en
medicina tradicional y en las industria farmacéutica, quimica y alimentaria (de Melo y

col., 2023).

10.2.1. Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis fitoquimico cualitativo de los EMs de las tres especies de
Graptopetalum mostré la presencia de terpenos, flavonoides, taninos y poca presencia
de saponinas. Los grupos de compuestos identificados tuvieron una proporcién similar
en las tres especies. Actualmente, la informacion sobre la composicion quimica para
especies de Graptopetalum es escasa; sin embargo, algunos autores han descrito la

presencia de compuestos fendlicos como flavonoides y taninos/proantocianidinas y
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otros componentes como esteroles y terpenos (Ai y col., 2017; Chao y col., 2019;
Todorovay col., 2022), informaciéon que coincide con los hallazgos en el presente
estudio. Por otro lado, algunos géneros de la familia Crassulaceae (e.g., Crassula,
Echeveria, Sedum, Bryophyllum) presentan una abundante cantidad de esteroles,
triterpenos, flavonoides, cumarinas, taninos, saponinas, antraquinonas libres, lactonas
y alcaloides; componentes que se han asociado a diversas actividades bioldgicas (e.g.,
antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, anticonvulsivante, anticancerigena y

antidiabética) (Elufioye y col., 2022; Hassan y col., 2021).

10.2.2. Cuantificacion de metabolitos totales
10.2.2.1. Fendlicos totales

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos de amplia distribucion
en plantas. Los fendlicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico unido
a uno o mas grupos hidroxilo, e incluyen una amplia variedad de compuestos, por
ejemplo, acidos fendlicos, flavonoides, taninos, lignanos y estilbenoides (Elufioye y
col., 2019). La presencia de estos componentes en la dieta humana puede ayudar a
prevenir enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer (de Melo y col., 2023).
Algunas especies de la familia Crassulaceae (e.g., Rhodiola, Kalanchoe, Echeveria,
Sedum, Crassula) presentan propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas y antidiabéticas que se han asociado a sus compuestos fendlicos

(Eid y Gonaid, 2018; Hassan y col., 2021).

El contenido de fendlicos totales en los EMs de las tres especies de
Graptopetalum (88.19 - 133.34 mg EAG/g EM) fue mayor que el registrado para

extractos acuosos de G. paraguayense (23 - 56.4 mg EAG/g) (Chao y col., 2019;
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Chung y col., 2005; Wu y col., 2011) y similar o menor al de especies de Echeveria
del estado de Sinaloa (E. craigiana = 102.1 mg EAG/g; E. kimnachii = 108.8 mg
EAG/g; y E. subrigida = 302.8 mg EAG/g) (Lépez-Angulo y col., 2019). En
comparaciéon con otras especies de la familia de las crasulaceas, el contenido de
fendlicos totales fue mayor que los reportados para un EM de B. pinnatum (8.30 mg
EAG/g) (Elufioye y col., 2019), extractos hidroalcohdlicos de raices y retofios de
algunas especies de Rhodiola (21.24 - 79.2 mg EAG/g) (Kumar y col., 2010), un
extracto acuoso de Orostachys japonicus (39.9 mg EAG/g) (Ko y col., 2020) y un

extracto etanolico de Penthorum chinense (19.83 mg EAG/g) (Kim y col., 2021).

En comparacion con otros productos caracterizados por presentar compuestos
fendlicos, los EMs de Graptopetalum presentaron valores superiores que los
extractos hidroalcohdlicos de 13 tipos de frutos de uva de mesa (Vitis vinifera L.)
(0.44-7.94 mg EAG/g) (Di Lorenzo y col., 2019) y diversos tipos de té verde, negro y

azul (Camellia sinensis) (21.3-31.6 mg EAG/g) (Bizuayehu y col., 2016).

Nuestros resultados indicaron un alto contenido de compuestos fendlicos en las
especies de Graptopetalum. En este sentido, el contenido de FT de los EMs puede
ser responsable de las actividades biolégicas registradas en la presente

investigacion, como se discutira en las siguientes secciones.

10.2.2.2. Flavonoides totales

Los flavonoides son compuestos bioactivos caracterizados por su anillo
benzopirona con grupos fendlicos o polifendlicos en diversas posiciones. A la fecha se
han identificado una gran diversidad de flavonoides (Ullah y col., 2020). Su abundancia

en diferentes partes de las plantas les confiere valor medicinal y diversas actividades
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bioldgicas. Los flavonoides han sido ampliamente reconocidos como agentes
terapéuticos, destacando su aplicacion en medicina como anticancerigenos,
antimicrobianos, antivirales, antioxidantes, entre otras actividades benéficas para la

salud (Ullah y col., 2020).

El contenido de flavonoides totales (FVT) de las especies de Graptopetalum de
Sinaloa (15.51 — 22.12 mg EQ/g EM) fue mas alto que el del extracto acuoso de G.
paraguayense (1.03 mg EQ/g) (Lee y col., 2023). Respecto a otras especies de
Crassulaceae, el contenido de FVT del EM al 80% de hojas de B. pinnatum (17.49 mg
EQ/g) (Elufioye y col., 2019), un extracto acuoso de O. japonicus (17.5 mg EQ/g) (Ko
y col., 2020) y un EM de P. chinense (10.89 mg EQ/g) (Kim y col., 2021) fue menor
que el registrado para nuestros extractos; mientras que los valores para EMs de tres
especies de Echeveria (E. craigiana = 24.4mg EQ/g; E. subrigida = 23.9 mg EQ/g; y E.
kimnachii = 12.7 mg EQ/g) (Lopez- Angulo y col., 2019) fueron similares a los de las

tres especies de Graptopetalum.

10.2.2.3. Taninos totales

Los taninos son compuestos fendlicos complejos derivados de la polimerizacién
de ciertos flavonoides (e.g., catequina o epicatequina). Estos se clasifican en taninos
hidrolizables y condensados (proantocianidinas). Los taninos pueden interactuar con
biomoléculas como proteinas o carbohidratos, lo que los distingue de otros polifenoles

(de Melo y col., 2023).

El contenido de taninos totales (TT) de las especies de Graptopetalum (482.13 -
1159.46 mg EC/g EM) coincidié con los valores de FT. A la fecha, el contenido de

taninos de otras especies de Graptopetalum no ha sido reportado. Sin embargo, existe
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informacion sobre otras especies de crasulaceas. Los valores de TT en Graptopetalum
fueron superiores a los de los EMs de Sedum villosum (7.42 mg EC/q), B. pinnatum
(17.03 mg EAG/mg) y rizomas de R. imbricata (260 mg EAG/g) (Elufioye y col., 2019;
Hadri-Ghembaza y col., 2014; Senthilkumar y col.,, 2013). Asimismo, los
Graptopetalum tuvieron mas TT que un extracto de gel de Aloe vera (14.97 mg EC/g),

especie de metabolismo CAM (Tabatabaei y col., 2017).

10.3. Identificaciéon y cuantificacion de componentes individuales
10.3.1. Perfil de compuestos lipofilicos

Actualmente, el uso de compuestos bioactivos derivados de recursos naturales
en productos alimenticios, farmacolédgicos y nutracéuticos con el fin de aprovechar su
potencial bioldgico es de gran importancia (Anal y col., 2023). Un gran numero de estos
compuestos son lipofilicos, por ejemplo, acidos grasos insaturados, carotenoides,
fitoesteroles, terpenos y vitaminas liposolubles. El consumo de algunos compuestos
lipofilicos (e.g., carotenoides y vitaminas liposolubles) proporciona beneficios en la
salud humana, controlando y reduciendo el riesgo de contraer enfermedades
infecciosas y cronico degenerativas (Banwo y col.,, 2021). En general, estos
compuestos desempefian un papel importante en funciones estructurales, defensa,
produccion y sefializacion hormonal, asi como otras funciones bioldgicas en los
organismos (Ambavade y col., 2014; Yang., 2020). En este sentido, este tipo de
componentes quimicos poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas,
incluyendo antioxidante, anticancerigena, antiinflamatoria, inmunomoduladora y

antibacteriana. Asimismo, a partir de compuestos lipofilicos se han derivado farmacos
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tales como el cortisol, el acido fusidico, la carbenoxolona y la B-escina (Hisham y col.,

2020).

Los terpenos y esteroles presentan gran diversidad estructural y una amplia
distribucion en fuentes naturales (Hisham y col., 2020). Los terpenos son hidrocarburos
que generalmente se encuentran en aceites esenciales, presentan estructuras lineales
o ciclicas, su precursor es el isopreno y se clasifican segun el numero de unidades que
presenten (e.g., monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno, triterpeno) (Yang., 2020).
Entre los terpenos tenemos a los tocoferoles, éstos son epimeros de la vitamina E y
comunmente se presentan en cuatro formas: a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y 6-
tocoferol. Entre estas isoformas, el a-tocoferol se considera la forma mas activa de
vitamina E, desempefiando un papel importante en la proteccién de las células contra

el dafio oxidativo causado por los radicales libres (Munné-Bosch y Alegre, 2002).

Por otra parte, los esteroles (e.g., colesterol, sitosterol, estigmasterol) forman
parte de una categoria especifica de lipidos conformados por compuestos ciclicos con
un nucleo de cuatro anillos de carbono fusionados (anillos ciclopentano
perhidrofenantreno) y un grupo funcional hidroxilo (-OH) en una de las posiciones del
anillo A (Ambavade y col., 2014). Los fitoesteroles son compuestos similares al
colesterol que se encuentran de forma natural en las plantas, siendo los mas
abundantes g-sitosterol, campesterol y estigmasterol. Estos compuestos son
esenciales en la salud humana al tener la capacidad de reducir los niveles de colesterol
en plasma y presentar actividades biologicas relevantes (e.g., antiinflamatorias,

antidiabéticas y anticancerigenas) (Miras-Moreno y col., 2016).
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El analisis por GC-MS de los EMs de las tres especies de Graptopetalum mostrd
como compuestos mayoritarios al y-sitosterol y a-tocoferol. En un estudio previo,
Todorova y col. (2022) analizaron el perfil metabdlico de G. paraguayense por GC-MS
e identificaron [B-amirina, pB-sitosterol y a-tocoferol como los compuestos
predominantes en la fraccion de esteroles, terpenoides y tocoferoles. Por otro lado,
Lépez-Angulo y col. (2019) reportaron un alto contenido de a-tocoferol en especies de
Echeveria del estado de Sinaloa. Ademas, se identifico a y-sitosterol como uno de los

constituyentes principales (Lopez-Angulo y col., 2018).

El a-tocoferol es uno de los antioxidantes liposolubles de mayor actividad y de
gran importancia para la salud (Yoshida y col., 2007). Con respecto al y-sitosterol, su
epimero B-sitosterol es uno de los fitoconstituyentes de mayor abundancia en plantas
y ha sido ampliamente estudiado, reportandose diversas actividades como
antioxidante, antidiabético, antimicrobiano, antiinflamatorio, anticancerigeno,
anticonceptivo, angiogénico e inmunomodulador (Ambavade y col., 2014). En este
sentido, Balamurugan y col. (2011) demostraron que el y-sitosterol reduce la
hiperglucemia mediante el aumento de la secrecion de insulina y la inhibicion de
gluconeogénesis en ratas diabéticas, sugiriendo su potencial antidiabético. En
estudios posteriores, los autores demostraron mediante analisis in silico que el y-
sitosterol es un buen ligando de algunas proteinas diana relacionadas con la diabetes
mellitus (Balamurugan y col., 2012). Ademas, Sundarraj y col. (2012) establecieron
que el y-sitosterol tiene potencial anticancerigeno debido a su efecto en el ciclo celular,

afectando proliferacion y apoptosis en células cancerosas.
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Otros fitoesteroles encontrados en las tres especies de Graptopetalum fueron el
campesterol y fucosterol. Hasta la fecha, no se han registrado informes en el género
que indiquen la presencia de estos compuestos. No obstante, la presencia de estos
componentes se ha reportado en otras plantas de géneros de crasulaceas como
Kalanchoe pinnata (Akihisa y col., 1991; Sharmin y col., 2016), asi como en especies
de Echeveria del estado de Sinaloa y en 17 especies de Echeveria de México (Beltran-
Aguilar, 2020; Lépez-Angulo y col., 2018). Debido a su similitud estructural con el
colesterol, los esteroles vegetales, incluyendo el campesterol, poseen efectos
reductores de niveles plasmaticos de colesterol. Ademas de esta propiedad, los
esteroles vegetales desempefan diversas funciones bioldgicas adicionales, tales
como su potencial anticancerigeno, propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y
antifungicas (Choi y col., 2007). En concreto se ha establecido que el campesterol
posee propiedades anticancerigenas y quimiopreventivas ante distintos tipos de

cancer (e.g., prostata, pulmén, mama) (Choi y col., 2007).

El fucosterol es uno de los esteroles mas abundantes en las macroalgas marinas
(Hannan y col., 2020). Este compuesto presenta una amplia gama de propiedades
biolégicas, lo que lo convierte en un prometedor candidato para aplicaciones
nutracéuticas y farmacéuticas. Entre estas propiedades se incluyen su capacidad
antioxidante, antiinflamatoria, antiosteoartritica, anticancerigena,
antifotoenvejecimiento, hepatoprotectora, antineuroldgica, algicida, antiobesidad,

antimicrobiana e inmunomoduladora (Meinita y col., 2021).

El 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (fitol) fue otro componente presente en

las tres especies de Graptoeptalum. EIl fitol es un alcohol diterpénico aciclico

99



insaturado que forma parte de la clorofila y es abundante en la naturaleza al ser
producido por la gran mayoria de los organismos fotosintéticos (Islam y col., 2018). El
fitol exhibe efectos ansioliticos, citotoxicos, moduladores del metabolismo,
antioxidantes, inductores de autofagia y apoptosis, antinociceptivos, antiinflamatorios,

inmunomoduladores y antimicrobianos (Islam y col., 2018).

En relacion con los triterpenos detectados en los EMs de las especies de
Graptopetalum, algunos podrian considerarse como marcadores quimiotaxonémicos:
a-amirina para G. sinaloensis y G. rusbyi, hopenona B y lupeol para G. occidentale,
baurenol para G. sinaloensis y simiarenol para G. rusbyi. Al respecto, -amirina es uno
de los compuestos lipofilicos predominantes en G. paraguayense (Todorova y col.,
2022). Por otro lado, a-amirina ha sido ampliamente descrita en diversas especies de
Kalanchoe (K. pinnata, K. crenatra y K. tomentosa) (Ghoneim y col.; Rathour y col.,
2013; Yadav y col., 2014), asi como en Bryophyllum calycinum 'y B. daigremontianum
(Pandurangan y col., 2019; Sharker y col., 2013). La a-amirina y S-amirina presentan
actividades farmacologicas in vitro e in vivo, incluyendo antiinflamatoria,
antibacteriana, antifungica, antiviral y antitumoral (Hernandez-Vazquez y col., 2012).
Por otra parte, lupeol ha sido identificado en otras crasulaceas como K. pinnata (Yadav
y col., 2014) y algunas especies de Echeveria (E. gibbiflora y E. gigantea) (Beltran-
Aguilar, 2020), mientras que hopenona B en E. kimnachii (Lopez-Angulo y col., 2018).
Entre las actividades bioldgicas del lupeol estan las antioxidantes, antimutagénicas,
antinflamatorias, antiartriticas, antifungicas y antibacterianas (Ekalu y col., 2019;
Parsaeimehry col., 2017). Ademas, el lupeol posee actividad anticancerigena al inhibir

varias vias de sefalizacion (Lee y col., 2007; Saleem vy col., 2004). Por su parte, la
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hopenona B ha sido relacionada con actividad antitumoral en estudios in vitro y se ha
descrito como un potente analgésico y antiinflamatorio (Veloz y col., 2019). Acerca del
simiarenol, éste actua en sinergia con otros componentes no polares para potenciar
las actividades antioxidante, antiinflamatoria y leishmanicida (Amin y col., 2017; El
Hawary y col., 2021). Por otro lado, el baurenol presenta efecto antinociceptivo en un

modelo murino (Freitas y col., 2009).

Otros componentes identificados incluyen escualeno y acidos grasos, los cuales
también tienen descritas actividades bioldgicas (Choudhary y col., 2019). El escualeno
se ha asociado con actividad antioxidante, anticancerigena, antitumoral,
antimicrobiana, quimiopreventiva y pesticida, entre otras (Ezhilan y Neelamegam,
2012). Los acidos palmitico y oleico fueron detectados en las tres especies de
Graptopetalum y entre las actividades descritas se encuentran prevencién del cancer,
antiinflamatorias, antioxidantes, antiandrogénicas, hipocolesterolemiantes,
dermatitogénicas, efectos anemogénicos, capacidad para inhibir la 5-alfa reductasa,
ademas de actuar como nematicidas e insecticidas (Choudhary y col., 2019). Por otro
lado, el acido miristico se detectd exclusivamente en G. sinaloensis y G. rusbyi, y se
le atribuyen propiedades biolégicas similares a las del acido oleico y palmitico

(Choudhary y col., 2019).

10.3.2. Perfil de compuestos fendlicos

Las actividades biolégicas de los compuestos fendlicos y su asociacién en la
prevencion y tratamiento de diversas enfermedades vy trastornos cronico-
degenerativos continuan siendo de especial interés (Zhang y col., 2022). Se ha

establecido que los fendlicos presentan efectos antioxidantes, antimicrobianos,
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antivirales, antiparasitarios, anticancerigenos, antiinflamatorios, inmunomoduladores,
analgésicos, antiaterogénicos, antialérgicos y cardioprotectores, entre otros. Por lo
tanto, se ha sugerido su participacién en la prevencién/tratamiento de enfermedades
asociadas con el estrés oxidativo y enfermedades infecciosas (Zhang y col., 2022).
Esto sugiere un amplio campo de posibilidades en la identificacion y estudio de nuevos

compuestos de este tipo.

La familia Crassulaceae es conocida por su abundancia de compuestos
fendlicos, incluyendo flavonoides que se destacan por su ubicuidad y actividades
bioldgicas beneficiosas para la salud humana (Eid y Gonaid, 2018; Karak, 2019). Los
flavonoides pueden presentarse como agliconas (formas libres) pero son mas
abundantes las formas glicosiladas (Dias y col., 2021). En este contexto, la
glicosilacion es un mecanismo que potencia la solubilidad, la distribucion y el
metabolismo de estos componentes al simplificar su transporte y almacenamiento en
las células (Dias y col., 2021). Aspectos como la presencia, ubicacién, estructura y
cantidad de grupos de azucar en los flavonoides desempefian un papel crucial en sus
actividades bioloégicas (Kumar y Pandey, 2013). Por lo general, las agliconas tienden
a ser mas activas que sus formas glucosidicas equivalentes, aunque la
biodisponibilidad puede beneficiarse de su unidn a carbohidratos (Kumar y Pandey,

2013).

Actualmente la caracterizacién del perfil de compuestos fendlicos en el género
Graptopetalum es muy escasa. El andlisis de los EMs de las tres especies de
Graptopetalum de Sinaloa por HPLC/ESI-MS mostré predominancia de &cidos

fendlicos derivados de los acidos galico, cumarico, cafeico y siringico y de flavonoides
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glicosilados derivados de quercetina, kaempferol, miricetina y luteolina; asi como
dimeros y trimeros compuestos por unidades de (epi)catequina, (epi)galocatequina y
(epi)catequin galato, (epi)robinetinidol, epi)azfelequina, galato de (epi)azfelequina,
distenidina y teaflavina (Cuadro 11). En estudios previos de G. paraguayense se han
identificado entre sus componentes principales a flavonoides y acetil glucésidos de
flavonol sustituidos con un grupo HMG. Liu y col. (2015) analizaron el EM de G.
paraguayense e identificaron isoquercetina, kaempferol, quercetin-3-0-[6-(3-hidroxil-
3-metilglutaroil)]-B-D-glucopirandsido, kaempferol-3-O-[6-(3-hidroxilo-3-metilglutaroil)]-
B-D-glucopirandsido, quercetin-3-0-[6-(3-hidroxil-3-metilglutaroil)-2-acetil]-3-D-
glucopiranésido, kaempferol-3-O-[6-(3-hidroxil-3-metilglutaroil)-2-acetil]-3-D-
glucopiranésido y kaempferol-3-O-3-D-glucopirandsido. Por su parte Zhang y col.
(2016) identificaron en una fraccion en acetato de etilo de G. paraguayense a
componentes como el acido galico, isoquercetin-6-O-(3-hidroxi-3-metilglutarato),
astragalin-6-(3-hidroxi-3-metilglutarato), isoquercetin-2-acetil-6-(3-hidroxi-3-
metilglutarato) y astragalin-2-acetil-6-(3-hidroxi-3-metilglutarato), lo que coincide con
los compuestos 2, 23 y 26 encontrados en las tres especies de Graptopetalum
estudiadas. Por otro lado, en la fraccion mas activa de un extracto en DMSO (30%) de
G. paraguayense se identificaron compuestos poliméricos de tipo tanino, constituidos
principalmente por epicatequina, (-)-epigalocatequina, galato de (—)-epigalocatequina
y (-)-epicatequina-3-O-galato (Hsu y col., 2019), igualmente, las especies de
Graptopetalum estudiadas en este trabajo presentaron los taninos condensados 9, 10,

20, 22, 30, 31y 37.
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Con respecto a otros géneros en familia Crassulaceae, en nuestro grupo de
trabajo se caracterizaron mediante HPLC-DAD-ESI/MS tres especies de Echeveria
(Crassulaceae) del estado de Sinaloa (E. subrigida, E. kimnachii, E. craigiana), entre
los compuestos identificados se incluyen hexdsidos derivados de quercetina e
isoramnetina (HMG sustituidos), derivados de kaempferol y proantocianidinas (Lopez-
Angulo y col., 2018). En E. subrigida se observo la presencia de quercetin-7-O-
hexosido, isoramnetin-3-O-hexdsido y kaempferol-3-O-hexdsido; en E. kimnachii se
identificaron derivados de kaempferol (O,O-disustituidos) y proantocianidinas como
galato de (epi)galocatequina; mientras que en E. craigiana se observaron los
compuestos quercetin-7-O-[3-hidroxi-3-metilglutaroil(1—2)] hexdsido e isoramnetin-7-
O-[3-hidroxi-3-metilglutaroil(1—2)]hexdsido (Lépez-Angulo y col., 2018).
Posteriormente, Beltran-Aguilar (2020) emple6 HPLC-ESI/MS/MS para analizar los
EMs de 17 especies de Echeveria de México e identifico acidos fendlicos,
proantocianidinas y derivados de quercetina, kaempferol e isoramnetina, reportando
en una de las especies mas activas (E. secunda) los flavonoides miricetin-O-hexdsido,
petunidin-O-hexodsido, quercetin-3-O-(ramnosil)-7-O-HMG-hexdsido, quercetin-O-
hexdsido, quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil)hexdsido y quercetin-ramndsido y otros
compuestos como galato de galocatequina y (epi)galocatequin-3-O-galato. Algunos de
estos compuestos fueron identificados en las especies de Graptopetalum en estudio.
Adicionalmente, la presencia del sustituyente HMG y de carbohidratos acetilados

parece ser caracteristico en especies de la familia Crassulaceae.

Por otra parte, en especies de Rhodiola se han descrito glicésidos de quercetina,

kaempferol, gosipetina y herbacetina (lwashina y col., 2023; Petsalo y col., 2006); asi
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como otros componentes, por ejemplo, acido galico y proantocianidinas conformadas
por catequina, (epi)catequina, (epi)galocatequina y ésteres 3-O-galato (Han y col.,
2016; Yousef y col., 2006). En especies de Kalanchoe se han identificado glicésidos
derivados de quercetina, isoramnetina y kaempferol (EI Abdellaoui y col., 2010),
derivados de acidos benzoicos (e.g., galico, siringico, protocatecuico) y derivados del
acido cinamico (e.g., cafeico, p-cumarico, ferulico) (Bogucka-Kocka y col., 2018). Al
respecto, los derivados de acidos fendlicos (e.g., cafeico, elagico, cumarico, cresético,
malico, musico, siringico) también estuvieron presentes en las especies de
Graptopetalum. Mientras que en especies de Bryophyllum se ha reportado la presencia
de glicésidos de miricetina, kaempferol, quercetina y espinacetina, ademas se
describieron otras subclases de componentes como flavonas glicosiladas derivadas
de apigenina y acacetina y glicésidos de antocianinas derivados de malvidina (Garcia-
Pérezy col., 2021). Los derivados de kaempferol y quercetina suelen ser muy comunes
en extractos de plantas (Dabeek y Marra, 2019), en el caso de miricetina es menos
comun y solo fue identificado un derivado de miricetina (miricetin-O-(acetil)hexdsido)

en G. rusbyi.

10.4. Evaluacion de la actividad biolégica in vitro
10.4.1. Actividad antioxidante

Actualmente, la identificacion y cuantificacion de antioxidantes de diversas
fuentes naturales para encontrar compuestos efectivos que mitiguen el estrés oxidativo
tiene gran relevancia. Generalmente los extractos naturales estan conformados por
compuestos con diversas caracteristicas que pueden llevar a mas de un mecanismo

para mitigar el estrés oxidativo, por lo cual es fundamental utilizar mas de un enfoque
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para determinar el potencial antioxidante (AAox) en productos naturales (Diniz do
Nascimento y col., 2020). Algunos de los métodos analiticos para detectar y medir la
actividad AAox son simples, eficientes y rentables (Normah y Hanapi, 2019). Existen
dos tipos de enfoques para determinar la AAox en una muestra, métodos basados en
transferencia de electrones (e.g., FRAP y CUPRAC) y de atomos de hidrégeno (e.g.,
ORAC) (Floegel y col., 2011; Normah y Hanapi, 2019). En general, la capacidad
antioxidante de un compuesto es establecida en términos de equivalentes de Trolox

(Miller y col., 1993).

Los valores de AAox (umol ET/g EM) de las especies de Graptopetalum fueron
mayores por el método ABTS (3179.17 a 5307.24) que por los métodos DPPH
(2199.58 a 2940.47) y ORAC (553.08 a 750.35), lo cual podria deberse a la naturaleza
de deteccion de los métodos. El ensayo DPPH detecta mejor compuestos hidrofilicos,
mientras que el ensayo ABTS es aplicable tanto a hidrofilicos como lipofilicos. Por su
parte, el método ORAC mide la inactivacion de radicales por transferencia de atomos
de hidrogeno y la version empleada es mejor para compuestos hidrofilicos (Floegel y
col., 2011). Esto sugiere que la actividad presentada por las especies de
Graptopetalum podria deberse a un efecto aditivo o una sinergia entre compuestos de

naturaleza hidrofilica y lipofilica.

Los EMs de Graptopetalum mostraron valores de AAox altos (umol ET/g b.f) en
comparaciéon con ciertos frutos caracterizados por sus propiedades antioxidantes. En
concreto fueron superiores a los presentados por fresas (Fragaria X ananassa) por
DPPH (6.83) y comparables por ORAC (21.18) (Kevers y col., 2007). Por otro lado, se

observaron valores de AAox superiores por el método ABTS que los registrados para
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distintos tipos de arandanos (Vaccinium ashei Reade) (27.60) y zarzamoras (20.3)
(Rubus L.) (Sellappan y col., 2002). Asimismo, mostraron valores mas altos que
frambuesas (Rubus idaeus) por DPPH (29.0) y ABTS (39.5) (Mihailovi¢ y col., 2019).
Sin embargo, los valores por ORAC fueron inferiores a los reportados para frambuesas
negras (Rubus occidentalis L.) (28.2) pero similares a los de frambuesas rojas (18.2)

(Rubus idaeus) (Wang y Lin, 2000).

Los reportes que evaluen la AAox de especies de Graptopetalum en términos de
pmol ET son inexistentes. Sin embargo, la concentracion inhibitoria media (ICso) de
extractos acuosos y etandlicos de G. paraguayense esta reportada por los métodos
DPPH (1.45 a 4.14 mg/mL) y ABTS (0.300 a 620 ug/mL) (Chung y col., 2005; Aiy col.,
2017), presentando valores mayores y por lo tanto ser menos activos en comparacion
con nuestros resultados (DPPH = 234.38 a 304.70 ug/mL; ABTS = 107.16 a 167.45
pg/mL) (Cuadro 12). En cuanto a otras especies de la familia Crassulaceae, se han
reportado valores de ICso mas altos para el aceite esencial de B. pinnatum (DPPH =
789 ug/mL) (Adibe y col., 2019) y el EM de R. imbricata (DPPH = 330 pg/mL) (Kumar
y col.,, 2010); asi como valores comparables en diversas especies de Kalanchoe
(DPPH =61.5 a 1457 pg/mL) (Bogucka-Kocka y col., 2018). Por otro lado, la AAox
(umol ET/g EM) presentada por los EMs de Graptopetalum estuvo dentro de los rangos
reportados para 17 especies de Echeveria por DPPH (934.8 - 3607.6), ABTS (586.1 -

4126.5) y ORAC (265.4 - 1069.3) (Beltran-Aguilar, 2020).

Diversos estudios han descrito la correlacion entre la AAox de extractos de
plantas y su contenido de fendlicos (Floegel y col., 2011; Wu y col., 2011). En nuestro

estudio, el contenido de FT correlaciond fuerte y significativamente con la AAox por los
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métodos DPPH (r = 0.9944, P = 0.0676) y ABTS (r =0.9999, P=0.0064), lo cual podria
sugerir que estos contribuyen de manera importante con la actividad. Especificamente
la AAox mostré una mejor correlacion con el contenido de TT por el método ABTS
(r=0.9916, P= 0.0828). Por otra parte, se encontré al a-tocoferol (Vitamina E) como
uno de los componentes lipofilicos principales y es un potente antioxidante (Yoshida y
col., 2007) que podria contribuir, en sinergia con otros componentes, en la AAox de

las muestras.

10.4.2. Actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un grave problema de salud publica en el
mundo que afecta a mas de 220 millones de personas (Li y col., 2022). La DM2 es un
trastorno metabdlico caracterizado por niveles anormalmente altos de glucosa en
sangre; enfermedad que a largo plazo puede provocar complicaciones graves e
irreversibles en el organismo (Yin y col., 2014). Una de las principales estrategias
empleadas en el control de los niveles de glucosa se basa en retardar la absorcién de
carbohidratos complejos a nivel intestinal mediante el uso de farmacos (e.g., acarbosa,
miglitol, voglibosa) que inhiben enzimas digestivas como la a-glucosidasa y a-amilasa.
No obstante, la mayoria de estos agentes terapéuticos han sido asociados con efectos
adversos intestinales graves, aunado a la resistencia que puede generar el uso
prolongado en pacientes durante el régimen terapéutico (Li y col., 2022; Yin y col.,
2014). Debido a esto se ha vuelto fundamental encontrar nuevas alternativas mas

eficientes y seguras para el control de este trastorno metabdlico.

Este estudio mostré que los EMs de Graptopetalum fueron de 8 a 14 veces

mejores inhibidores de a-glucosidasa (ICso = 126.85 - 72.30 pg/mL) que el farmaco
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comercial acarbosa (ICso= 968.85 ug/mL). A la fecha, este ese el primer reporte de
esta actividad para plantas del género Graptopetalum. Sin embargo, Lee y col. (2013)
reportaron una reduccion en los niveles de glucosa en sangre de ratones C57BL/6
tratados con el extracto etandlico de G. paraguayense, registrando aumento en la
sintesis de insulina, supresién de la expresiéon de la proteina potenciadora CCAAT y

mejora en la sensibilidad a la insulina.

Varios estudios han descrito la actividad antihiperglucemiante de extractos de
diversas especies de la familia Crassulaceae, demostrando inhibicién de enzimas
implicadas en la absorcién de carbohidratos como la a-glucosidasa y a-amilasa. Kwon
y col. (2006) reportaron que extractos acuosos y etandlicos de especies de Rhodiola
presentaron valores de ICs0 de a-glucosidasa similares o menores a los obtenidos en
el presente estudio: 44.7 a 52.3 pg/mL para R. rosea y 60.3 a 60.2 ug/mL para R.
crenulata. Dichos extractos mostraron mayor actividad que el compuesto aislado tirosol
(ICso = 70.8 pg/mL), utilizado como control positivo en el estudio. Los autores
establecieron una correlacion entre la actividad inhibitoria y los compuestos fendlicos
mayoritarios presentes en los extractos, tales como el acido galico, acido cumarico y
el propio tirosol. El tirosol resulté critico para la alta actividad que presentan estas
especies. En estudios posteriores, se aislaron cuatro compuestos del extracto acuoso
de R. crenulata con actividad inhibitoria de a-glucosidasa (ICso): epicatequina (29.85
MM), procianidina B 2-3'-O-galato (0.31 uM), galato de epicatequina (0.71 uM) y 2-(4-
hidroxifenil) etil-3,4,5-trihidroxibenzoato (4.77 uM). Estos valores fueron mucho
menores que el de quercetina (5.30 pM) y muestran el gran potencial

antihiperglucemiante de estos compuestos y de extractos estandarizados de R.
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crenulata (Chu y col., 2014). Por su parte, Osman y col. (2022) encontraron valores de
ICs0 para una fraccién butandlica y un EM de Kalanchoe laxiflora de 89.02 y 190.7
Mg/mL, respectivamente, siendo 3 y 6 veces menos activos que su control positivo
acarbosa (30.57 ug/mL). En el estudio se identificaron 35 compuestos principales, en

su mayoria taninos y flavonoide-O-glicésidos (Osman y col., 2022).

En comparacion con otros géneros de crasulaceas, 16 especies de Echeveria de
México presentaron mejor actividad inhibitoria de a-glucosidasa (ICso = 16.9 a 51.2
pg/mL) que la acarbosa (ICs0 = 3.89 mg/mL), destacando E. secunda como la mas
activa (Beltran-Aguilar, 2020). Respecto a especies del estado de Sinaloa, Lépez-
Angulo y col. (2019) reportaron valores de ICso (ug/mL) de 25.21 (E. subrigida), 56.67
(E. craigiana) y 50.57 (E. kimnachii), presentando una actividad superior a la acarbosa

(ICs0 3.59 mg/mL).

En el presente estudio no se observé una correlacion especifica entre la actividad
laG con alguno de los componentes quimicos cuantificados, por lo que es necesario
realizar estudios adicionales para la identificacion de compuestos especificos
responsables de dicha actividad. Al respecto, Lépez-Angulo y col. (2019) realizaron un
fraccionamiento biodirigido en E. subrigida e identificaron como responsables de la
actividad inhibitoria de a-glucosidasa a compuestos derivados de flavonoides (e.qg.,
quercetin-3-O-glucdsido e isoramnetin-3-O-glucésido) y taninos condensados
(trimeros a heptameros de proantocianidinas), compuestos que ya han sido reportados
por poseer dicha actividad (Lopez-Angulo y col., 2022). En el analisis de compuestos

fendlicos, las especies de Graptopetalum contienen compuestos fendlicos de tipo
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flavonoide (glicésidos de quercetina, kaempferol y miricetina) y taninos (hidrolizables

y condensados) que podrian relacionarse con la inhibicién de la a-glucosidasa.

La informacién disponible en la literatura muestra que fendlicos, particularmente
flavonoides, desempenan un papel esencial en la actividad antidiabética que presentan
numerosas plantas (Sohretoglu y Sari, 2020). Yin y col. (2014) reportaron la actividad
inhibitoria de a-glucosidasa de 103 flavonoides de 24 géneros diferentes de plantas
entre los que se incluian xantonas, flavononas, flavonas, antocianinas, chalconas,
entre otras estructuras modificadas. Por su parte, Wang y col. (2020) reportaron una
gran actividad inhibitoria de 32 tipos de flavonoides identificados a partir de una
fraccion del extracto etandlico de Radix scutellariae, sugiriendo una posible aplicacion
de dichos flavonoides en el tratamiento de la DM2. En este sentido, los flavonoides
tienen gran potencial como inhibidores de la a-glucosidasa debido a su gran diversidad
estructural. En particular, las agliconas tienden a presentar mayor actividad que sus
glucésidos. En la relacion estructura actividad, la evidencia muestra que la presencia
de un doble enlace entre la posicion C-2 y C-3 y un grupo hidroxilo (-OH) libre en la
posicion C-4' son criticos para la inhibicion enzimatica. Adicionalmente, la presencia
de grupos hidroxilo en las posiciones C-3 y C-7 y en diversas posiciones del anillo B,
asi como la presencia del oxigeno del carbonilo en C-4 son clave para mejorar la
actividad. Estos grupos participan en las interacciones con la enzima a través de

puentes de hidrogeno (Sohretoglu y Sari, 2020).

10.4.3. Actividad inmunomoduladora
El sistema inmunolégico es indispensable para mantener la salud humana. Sin

embargo, distintos factores como el estrés oxidativo pueden desregular este sistema
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y provocar trastornos inflamatorios cronicos, enfermedades autoinmunes, tumores y
cancer (Han y col., 2022). Actualmente, la busqueda de productos naturales que
modulen el sistema inmunolégico se ha incrementado. Al respecto, las plantas son una
fuente importante de compuestos de gran diversidad estructural (e.g., fenoles,
polifenoles, flavonoides, taninos, fitoesteroles) que presentan diversas actividades
biolégicas, tales como antioxidante, antiinflamatoria e inmunomoduladora
(Maheshwari y col., 2022; Zhong y col., 2022). Al respecto, un inmunomodulador se
define como una substancia capaz de regular el sistema inmunoldgico, ya sea al
inducir la estimulacion (inmunoestimulante) o suprimir la respuesta inmune

(inmunosupresor) (Nair y col., 2019).

Los EM de Ilas especies de Graptopetalum presentaron actividad
inmunomoduladora al estimular la proliferacion de esplenocitos de ratén. La mayor
actividad se registré a 100 yg/mL y G. rusbyi fue la especie mas activa (55%),
resultando mejor que el mitégeno de células B (LPS, 21%) pero menos activo que el
de células T (ConA, 78%). Estudios futuros deben demostrar qué tipos de células

afectan estos extractos.

Algunos estudios han reportado la actividad inmunomoduladora con respecto a
proliferacion de esplenocitos de raton. Nuestros resultados coinciden con los
reportados por Lépez-Angulo y col. (2022) para las especies de E. subrigida (34%), E.
kimnachii (20%) y E. craigiana (9%) a la concentracién de 10 ug/mL. Manosroi y col.
(2003) registraron incremento en la proliferacién de esplenocitos al tratarlos con 112.5
pg/mL de extractos de Clausena excavata (acuoso, 20%; acetonico, 80%; etandlico,

120%). El incremento en la proliferacion de esplenocitos con los extractos aceténico y
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etandlico fue superior al observado con los extractos de las especies de este estudio.
Por otro lado, los valores obtenidos por las especies de Graptopetalum en este estudio
son comparables a los de un compuesto aislado de Zingiber zerumbet (zerumbone),
que incremento la proliferacion de esplenocitos de ratones en 41.99% (7.5 pg/mL)

después de 48 h de tratamiento (Keong y col., 2010).

Otras especies de Crassulaceae han mostrado actividad inmunoduladora por
otros mecanismos. Chou y col. (2011) reportaron que el extracto de R. rosea
estandarizado en salidrésido (4.39% p/v) moduld la expresidn de citocinas
proinflamatorias en un modelo murino previamente sensibilizado con ovoalbumina.
Ademas, el extracto resulté ser mas efectivo que el tratamiento con salidrésido puro,
adjudicando la actividad a un efecto sinérgico con otros compuestos no identificados.
En este sentido, el extracto acuoso de R. imbricata estimul6 la respuesta innata y
adaptativa en monocitos de sangre periférica humana al aumentar la expresion de
receptores TLR-4 y la produccién intracelular de granzima B, a la par de un aumento
en la actividad de citocinas tipo Th1 (Mishra y col., 2012). Por otro lado, el tratamiento
oral con el extracto acuoso de B. pinnatum promovié un efecto protector contra
reacciones proanafilacticas en modelo murino hipersensibilizado con ovoalbumina,
modulando a la baja la expresion de inmunoglobulinas E, eosinofilia y la expresion de
ciertas citocinas (e.g., IL-5, IL-10 y TNF-a). Adicionalmente, la quercetina aislada del
extracto inhibié en 75% las reacciones anafilacticas mortales de los ratones tratados

(Al-Snafi, 2013).

En este estudio, no se encontrd una correlacién significativa entre la actividad

inmunomoduladora in vitro de las especies de Graptopetalum con alguno de los
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componentes quimicos. En estudios previos, Lin y Tang (2007) analizaron el efecto
inmunomodulador in vitro de frutas y verduras de colores intensos sobre la proliferacion
de esplenocitos de raton (BALB/c). Los autores describieron que la mora, fresa y
cebolla morada estimulan dicha actividad, relacionandose con su contenido de
fendlicos y flavonoides totales. En contraste, una variedad de melén amargo inhibié la
proliferacion de esplenocitos, correlacionandose con su contenido total de fendlicos y
flavonoides. Esto podria indicar que diferentes tipos de fendlicos pueden ser
inmunoestimuladores o inmunosupresores de la proliferacién de esplenocitos (Lin y
Tang, 2007). Consecuentemente, los estudios sobre inmunomodulacién de las
especies de Graptopetalum deben continuar para identificar los compuestos
especificos asociados a la actividad. Al respecto, varios estudios sobre el efecto
inmunomodulador de diversos tipos de flavonoides han demostrado que presentan
propiedades antiinflamatorias y supresoras de la proliferacién de esplenocitos,
especialmente en células T, argumentando que la presencia de instauraciones en la
posicién C-2,3 y al menos un grupo hidroxilo en el anillo B resulta critico para ejercer
dicha accién (Cerqueira y col., 2003; Lopez-Posadas y col., 2008; Namgoong y col.,
1994; You y col., 1998). Ademas, se ha observado que las sustituciones glicosidicas
pueden inhibir en cierto grado este efecto supresor (Namgoong y col., 1994). Sin
embargo, epicatequina, proantocianidina B2 y proantocianidina B4 carecen de estas
insaturaciones e inducen la proliferacion in vitro de esplenocitos de ratéon (Zhao y col.,

2007).

Raj y Gothandam (2015) demostraron el efecto inmunomodulador del extracto

metandlico de Amorphophallus commutatus en condiciones normales e
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inmunosuprimidas en modelo murino; el extracto exhibié actividad mitogénica y
comitogénica en esplenocitos murinos, activacién de las respuesta inmune humoral y
supresion de la respuesta inmunitaria mediada por células. Los autores analizaron la
muestra mediante GC-MS y mostraron que sus principales constituyentes fueron el
acido hexadecanoico, campesterol, estigmasterol y en mayor medida y-sitosterol.
Estos compuestos estan en las especies de Graptopetalum y podrian estar
involucrados en su actividad inmunomoduladora. Por otro lado, el extracto cloroférmico
de hojas de Nitraria retusa presenta efecto antitumoral, demostrando que el
tratamiento con este extracto (50 mg/kg p.c.) restauré la proliferacion de los
esplenocitos en un modelo de raton con melanoma, identificandose como
componentes principales del extracto el acido palmitico y el B-sitosterol, atribuyendo el

efecto antitumoral a estos compuestos (Boubaker y col., 2018).

10.4.4. Actividad antibacteriana

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum bajo estudio, resultaron activos
solo contra bacterias Gram positivas (CMI = 250 - 62.5 ug/mL). En coincidencia con
nuestros resultados, estudios previos han demostrado que las bacterias Gram
positivas son mas sensibles a los productos naturales (Chouna y col., 2009; Krdlicka y
col., 2008; Ming y col., 2005). Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular
mas gruesa compuesta por peptidoglucano que las bacterias Gram negativas, aunque
estas ultimas presentan una membrana externa adicional. La pared celular de las
bacterias Gram positivas es menos compleja y con mayor tamafio de poro, lo que
facilita la entrada de sustancias. Las diferencias estructurales entre estos tipos de

bacterias afectan sus propiedades, especialmente en su respuesta a estresores

115



externos, lo cual explicaria la ausencia de actividad de los EMs de Graptopetalum

sobre las cepas Gram negativas (Borroto y col., 2011; Mai-Prochnow y col., 2016).

Nuestros resultados coinciden con lo registrado para el EM de G. paraguayense
contra cepas similares a las utilizadas en nuestro estudio (e.g., S. aureus, ATCC
29213, E. faecalis, ATCC 29212, E. coli ATCC 25922, S. aureus resistente a meticilina
(SARM) NBIMCC 8327 (“National Bank for Industrial Microorganisms”, Bulgaria), S.
pyogenes SAIM 10535). Las especies Gram negativas no mostraron susceptibilidad
(CMI > 5 mg/mL); mientras que los valores de CMI contra las bacterias Gram positivas
estuvieron en el rango 2.5 — 5 mg/mL, resultando mas efectivo contra Staphylococcus
(2.5 mg/mL) y Streptococcus (5 mg/mL) (Zaharieva y col., 2019). Los EMs de

Graptopetalum fueron mas activos que el de G. paraguayense.

La actividad antibacteriana de otras especies de la familia Crassulaceae ha sido
evaluada. Por ejemplo, el extracto cloroférmico de Sedum caeruleum fue activo contra
nueve cepas bacterianas (CMI = 80 ug/mL), incluyendo S. aureus ATCC 43300, P.
aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 25922 (Bensouici y col., 2016). Por otro lado,
la CMI del EM de Kalanchoe crenata fue de 1.6 mg/mL contra S. aureus ATCC 25922
y E.fecalis ATCC 1054, ademas de mostrar actividad contra bacterias Gram negativas
como P. aeruginosa 27853 (3.2 mg/mL), E. coli ATCC 11775 (0.8 mg/mL) y S. enterica
serovar Typhi (1.6 mg/mL) (Foutse y col., 2014). Sin embargo, el valor de CMI contra
bacterias Gram negativas carece de relevancia clinica. Valores de CMI en el rango de los
obtenidos en la presente investigacion son los reportados para el EM de B. pinnatum contra
S. aureus (CMI = 512 pg/mL), P. aeruginosa (CMI = 256 ug/mL) y S. Typhi (CMI = 64

pg/mL) (Tatsimo y col., 2012).
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Acerca de crasulaceas del estado de Sinaloa, E. subrigida presenta buena
actividad antibacteriana contra cinco cepas bacterianas (S. aureus 29213,
Streptococcus grupo A-4, S. aureus 3, E. coli AO11 y S. dysenteriae) (CMI = 15.63 -
125 ug/mL), siendo especialmente activa ante las cepas de S. aureus (CMI = 15.63 —
62.5 pg/mL); mientras que los valores para los EMs de E. kimnachii y E. craigiana
estuvieron en el rango de 31.5 a 1000 pg/mL. Asimismo, en dicho estudio registraron
actividad contra las cepas Gram negativas E. coli AO11 y Shigella dysenteriae,
destacando la actividad de E. subrigida con valores de hasta 62.5 ug/mL (Lépez-
Anguloy col., 2019). Estas especies de Echeveria fueron mas activas que las especies

de Graptopetalum analizadas en esta investigacion.

Los estudios de actividad antibacteriana de especies de Crassulaceae sugieren
que entre los compuestos responsables se encuentran fendlicos, flavonoides, taninos,
alcaloides y saponinas (Bensouici y col., 2016; Lopez-Angulo y col., 2019; Tajudin y
Ismail, 2022; Tatsimo y col., 2012). Al respecto, los compuestos fendlicos muestran
una amplia diversidad estructural y se ha observado que los numerosos grupos
hidroxilo (-OH) presentes en estos compuestos contribuyen a su actividad
antimicrobiana. Los grupos -OH interactuan con componentes de la membrana celular
de las bacterias, dafian su integridad y liberan componentes celulares (Gyawali e
Ibrahim, 2014). La capacidad de los fendlicos para acumularse en la superficie de la
envoltura celular y penetrar en el citoplasma de las células microbianas depende de
su grado de hidrofobicidad (Oulahal y Degraeve, 2022). Algunos investigadores
sugieren que los grupos hidroxilo activos promueven la deslocalizacién de electrones

y actuan como transportadores de protones, lo que reduce el gradiente de protones en
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la membrana citoplasmatica de las células bacterianas (Gyawali e Ibrahim, 2014;
Gyawali y col., 2015; Mummed y col., 2018). Estos compuestos pueden interactuar
dentro del citoplasma con diversos componentes celulares o modificar el pH
intracelular, lo que puede afectar la estructura del ADN y ARN, la sintesis de proteinas
e inducir la aglomeracion de componentes citoplasmaticos (Oulahal y Degraeve,
2022). Ademas, estos grupos -OH pueden unirse facilmente al sitio activo de enzimas,
alterando asi el metabolismo celular de los microorganismos, agotando las reservas
de ATP y en ultima instancia provocando la muerte celular. Por otro lado, estos grupos
facilitan la formacion de complejos con proteinas solubles y extracelulares que
desempenan diversas funciones, como la inhibicion de la division celular bacteriana

(Gyawali e Ibrahim, 2014; Gyawali y col., 2015; Mummed y col., 2018).

Con base en lo anterior, el analisis fitoquimico de las especies de Graptopetalum
reveld la presencia de fendlicos, flavonoides, taninos y saponinas; asi como un mayor
contenido de compuestos fendlicos en las dos especies con mayor actividad
antibacteriana (G. sinaloensis'y G. rusbyi); componentes que pudiera actuar de manera
sinérgica y ser los responsables de la actividad de los EMs. Estudios previos soportan
esta suposicion (Krdlicka y col., 2008). En este sentido el analisis de componentes
individuales indico la presencia de compuestos fendlicos (e.g., derivados de acido galico,
siringico, quercetina, kaempferol, miricetina, catequina y epicatequina), y compuestos
lipofilicos (e.g., sitosterol, fitol, campesterol, lupeol, a-amirina) que han sido reportados en
estudios de actividad antibacteriana (Akroum y col., 2009; Ambavade y col., 2014;
Hernandez-Vazquez y col., 2012; Islam y col., 2018; Meinita y col., 2021; Mounir y col.,

2023; Oulahal y Degraeve, 2022).
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En general las CMIs para los extractos metandlicos de especies de
Graptopetalum estuvieron en un rango de 62.5-250 pg/mL, demostrando una actividad
significativa (Tamokou y col.,, 2017). En particular, G. sinaloensis y G. rusbyi
presentaron CMIs de 62.5 pg/mL contra Streptococcus grupo A-4 'y S. aureus 3, siendo
concentraciones altamente activas (CMI < 64-100 pg/mL) (Tamokou y col., 2017).
Estos hallazgos sugieren un potencial considerable para la presencia de componentes
individuales con mayor actividad y de relevancia clinica (Gibbons, 2004; Tatsimo y col.,

2012; Tamokou y col., 2017).

10.4.5. Actividad antiparasitaria

Los EMs de Graptopetalum evaluados a una concentracion maxima de 500
Mg/mL no indujeron cambios en la viabilidad y reproduccion de los trofozoitos de G.
duodenalis; mientras que el farmaco comercial metronidazol utilizado normalmente
como control positivo presentd ICso desde 0.09 hasta 2.5 pyg/mL (Abrahamyy col., 2019;
Elizondo-Luévano y col., 2021; Ticona y col., 2022). Acorde al criterio de clasificacion
establecido por Amaral y col. (2006) para extractos naturales, que indica que valores
de ICso iguales o superiores a 500 pug/mL se consideran inactivos, los EMs de

Graptopetalum solo se evaluaron hasta dicha concentracion.

Actualmente, el efecto de extractos de especies de Graptopetalum contra G.
duodenalis u otros parasitos de interés clinico no ha sido reportado. Sin embargo,
algunas especies de la familia Crassulaceae presentan actividad antiparasitaria. Al
respecto, el extracto acuoso de K. pinnata tiene actividad contra Leishmania
amazonensis; el extracto estimula la respuesta inmunoldgica en modelos murinos y

disminuye el tamafo de las lesiones inducidas por el protozoario. Asimismo, los
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autores mostraron que el extracto acuoso presenta diversos fitoquimicos tales como
flavonoides (Da Silva y col., 1995). En el mismo sentido, la administracion oral del
extracto acuoso de K. pinnata resulté efectivo y seguro en el tratamiento de la
leishmaniosis humana (Torres-Santos y col., 2003). La actividad ha sido atribuida a
compuestos flavonoides como quercetina y kaempferol, asi como algunos flavonoides
como quercetin 3-O-a-L-arabinopiranosil-a-L-ramnopiranésido y kaempferol 3-O-a-L-
arabinopiranosil-a-L-ramnopiranésido (Costa y col., 2008). Por otro lado, Elizondo-
Luévano y col. (2021) demostraron que el EM de Kalanchoe daigremontiana afecté el
crecimiento in vitro de Entamoeba histolytica (ICso = 70.71 ug/mL) y Trichomonas
vaginalis (ICso = 105.27 ug/mL). Asimismo, extractos cloroférmicos y metandlicos de
Echeveria leucotricha redujeron en un 64 y 52% la proliferacién in vitro de Leishmania
donovani, actividad que fue comparable a la registrada para los flavonoides puros
quercetin-3-O-a-L-arabinopiranosil  (1-2)-a-L-ramnopiranésido, quercetin-3-0O-a-L-
ramnopiranosido, kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosil (1—-2)-a-L-ramnopirandsido y
4' 5-dihidroxi-3',8-dimetoxiflavona 7-O-B-D-glucopiranésido; compuestos previamente

identificados en K. pinnata (Martinez Ruiz y col., 2013).

La mayoria de los estudios sobre actividad antiparasitaria de especies de
Crassulaceae ha sido asociada con flavonoides. El analisis fitoquimico de los EMs de
las tres especies de Graptopetalum mostré un contenido similar de flavonoides,
ademas en el analisis del perfil de compuestos fendlicos se encontraron glicésidos
derivados de quercetina, kaempferol y miricetina, lo cual no repercutié en actividad

contra G. duodenalis.
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10.5. Evaluacion de la toxicidad de los extractos metandlicos
10.5.1. Ensayo de toxicidad in vitro frente a nauplios de Artemia salina

Los productos naturales son una valiosa fuente de componentes con potencial
biolégico para desarrollar nuevos medicamentos. Sin embargo, es fundamental
considerar los aspectos toxicos que podrian provocar efectos secundarios adversos.
Por lo tanto, los estudios de toxicidad a la par con la evaluacion de la actividad
farmacolégica son necesarios para garantizar parametros de seguridad e inocuidad
(Ntungwe y col.,, 2020). En este sentido, el modelo de Artemia salina es una
herramienta util en estudios preliminares de toxicidad de productos naturales, al
mostrar una buena correlacidn con otros modelos de toxicidad (Meyer y col., 1982;

Ntungwe y col., 2020).

Al respecto, los EMs de tres especies de Graptopetalum fueron inocuos (CLso >
2000 pg/mL) al no presentar mortalidad, ademas de no registrarse cambios en la
apariencia y motilidad de los nauplios. Los reportes previos de toxicidad en A. salina
de extractos de especies de Graptopetalum son inexistentes. En evaluaciones en otros
modelos, extractos acuosos de G. paraguayense no mostraron toxicidad o
mutagenicidad, evaluados de 1 a 5 mg/mL, en el ensayo de Ames (Chou y col., 2005).
En especies de Echeveria del estado de Sinaloa (E. craigiana, E. kimnachii y E.
subrigida), los extractos metandlicos fueron inocuos hasta una concentracion maxima
de 2000 ppm en el ensayo de A. salina, coincidiendo con los resultados del presente

estudio (Lopez-Angulo y col., 2022).

De acuerdo con la literatura, y los criterios establecidos por Meyer y col. (1982)

y el CYTED (Pinzén y Sanchez, 1995), los EMs de Graptopetalum podrian
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considerarse inocuos. Sin embargo, realizar ensayos adicionales y especificos en un

modelo in vivo para confirmar su seguridad es necesario.

10.5.2. Evaluacion de toxicidad aguda en ratones BALB/c

Los estudios de toxicidad aguda in vivo desempefan un papel fundamental en la
valoracion de la seguridad de productos quimicos con potencial terapéutico. Este
proceso proporciona informacién sobre los posibles riesgos para la salud humana a
causa de una exposicion a corto plazo a través de la ingestion de dichos productos
(EPA, 1998). En el presente estudio, los ratones BALB/c tratados con una dosis del
EM de Graptopetalum (2 g/kg p.c.) sobrevivieron y no mostraron signos de toxicidad
en un periodo de 14 dias después de la administracion oral. Asimismo, las
caracteristicas anatbmicas y macroscopicas de los organos de los ratones tratados
fueron normales, sin presentarse variaciones en el peso corporal y de los érganos
vitales. Anteriormente se demostré que G. paraguayense fue inocuo en modelo murino

de toxicidad aguda al aplicarse una dosis oral de 5 g/kg p.c. (Chung y col., 2012).

Otras especies de Crassulaceae también han resultado inocuas a dosis de 2 g/kg.
Chatterjee y col. (2015) demostraron la seguridad de un extracto metandlico de R.
rosea al evaluar la toxicidad aguda en modelo murino tras 14 dias de su administracién.
En este sentido, Amali y col. (2019) no reportaron ningun efecto toxico significativo,
estableciendo una DLso > 2 g/kg p.c. para un extracto etandlico de B. pinnatum.
Respecto a especies de Echeveria del estado de Sinaloa (E. craigiana, E. kimnachii y
E.subrigida), los EMs fueron inocuos en el ensayo de toxicidad aguda en ratones (DLso

> 2 g/kg p.c.) (Lopez-Angulo y col., 2022).
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion y la informacién existente
en la literatura permiten sugerir que los EMs de Graptopetalum son inocuos y pueden
clasificarse en la categoria cinco (muy bajo riesgo) del sistema globalmente
armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos (GHS). Sin embargo,
aun es necesario realizar estudios de toxicidad crénica para establecer una mayor

seguridad en su uso (OECD, 2022).
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XIl. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum nativas de Sinaloa (G.
sianloensis, G. rubsyi, G. occientale) presentaron compuestos lipofilicos (e.g., y-
sitosterol y a-tocoferol) e hidrofilicos (e.g., acidos fendlicos, flavonoides y taninos) que
podrian ser los responsables de su actividad antioxidante, inhibitoria de a-glucosidasa,
inmunomoduladora sobre la proliferacion de esplenocitos de ratén y antibacteriana in
vitro. Asimismo, los EMs resultaron inocuos en los modelos de Artemia salina y de

toxicidad aguda en ratones.

11.2. Conclusiones especificas
El analisis fitoquimico cualitativo de los extractos metandlicos de Graptopetalum
revelé la presencia de flavonoides, taninos, terpenos, esteroles y saponinas,

presentando una proporcién similar entre especies.

El contenido de metabolitos totales mostré diferencias significativas entre las

especies, destacando a G. rusbyi por su contenido de fendlicos y taninos totales.

El analisis de compuestos lipofilicos por GC-MS revel6 a y-sitosterol y a-tocoferol

como los compuestos mayoritarios en las tres especies.

El analisis por HPLC-MS en las especies de Graptopetalum indicé la presencia
de 46 compuestos fendlicos, destacando la presencia de 14 derivados de acidos
fendlicos (e.g., cumarico, cafeico, elagico, galico, malico, siringico), 13 derivados de
flavonoides (e.g., kaempferol, luteolina, miricetina, quercetina), 11 taninos
(mondémeros, dimeros y trimeros de (epi)catequina, (epi)galocatequina, galato de
(epi)galocatequina, C-metil (epi)robinetinidol, (epi)azfelequina, galato de
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(epi)azfelequina, distenidina y teaflavina) y otros compuestos especificos (e.g.,

shanzhiside, shikonina, pinostilbeno).

La actividad antioxidante de los EMs de las tres especies de Graptopetalum
presentd correlacion positiva significativa con el contenido de compuestos fendlicos,
los cuales junto con el a-tocoferol pueden estar relacionados de manera sinérgica con

dicha actividad.

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum fueron de 8 a 14 veces mejores
inhibidores de a-glucosidasa que la acarbosa, destacando a G. rusbyi como la especie

con mayor actividad (ICso = 72.30 pg/mL).

Las tres especies de Graptopetalum presentaron actividad inmunomoduladora al
estimular la proliferaciéon de esplenocitos de ratdon, presentando actividad superior, a
excepcion de G. occidentale, al agente mitégeno LPS. Dicha actividad podria atribuirse

al y-sitosterol y otros fitoesteroles presentes en las muestras.

Los extractos metandlicos de las tres especies de Graptopetalum fueron activos
solo contra cepas Gram positivas (CMI = 62.5-250 pg/mL), siendo G. rusbyi y G.
sinaloensis las especies mas activas. La actividad podria atribuirse al contenido de

componentes fendlicos.

Los extractos metandlicos de las tres especies de Graptopetalum fueron inactivos

contra Giardia duodenalis hasta la concentracion maxima evaluada (500 pg/mL).

Los EMs de las tres especies de Graptopetalum fueron inocuos en el ensayo de
Artemia salina hasta la concentracion maxima evaluada (CLso > 2000 pg/mL) y no

mostraron indicios de toxicidad aguda en modelo murino, ni alteraciones en
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parametros hematoldgicos a una dosis maxima de 2 g/kg p.c. tras 14 dias de su

administracion oral.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

. Realizar un fraccionamiento biodirigido en las especies de Graptopetalum para
la identificacion y caracterizacion de metabolitos secundarios especificos
responsables de las actividades biolégicas evaluadas.

. Analizar a detalle el contenido de los componentes fendlicos y lipofilicos
especificos en las especies de Graptopetalum.

. Analizar la actividad antimutagénica y antinflamatoria in vitro de los EMs de las
especies de Graptopetalum.

. Analizar la actividad antibacteriana de los EMs de Graptopetalum en cepas
resistentes a antibioticos.

. Evaluar la actividad antidiabética del EM de la especie mas activa (G. rusbyi) en
modelo murino.

. Realizar ensayos de toxicidad cronica de las tres especies de Graptopetalum.
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XIV.SIGLAS Y ABREVIACIONES
ATCC: American Type Culture Collection
ABTS: Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
ANOVA: Analisis de varianza
ATP: Adenosin trifosfato
ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido ribonucleico
AOX: Actividad antioxidante
AAPH: 2,2 -azobis[2-metilpropionamidina] dihidrocloruro
b.f.: Base fresca
BHT: Butilhidroxitolueno
CDD: Chronic degenerative disease
CONACYT: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
CYTED: Programa iberoamericano de ciencia y tecnologia para el Desarrollo
CMI: concentracion minima inhibitoria
CMB: Concentracion minima bactericida
ConA: Concanavalina A
CLso: Concentracion letal media
DLso: Dosis letal media
D.E.: Desviacion estandar
DMSO: Dimetilsulféxido
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
EO: Estrés oxidativo

ET: Equivalente de Trolox
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EAG: Equivalente de acido galico

EQ: Equivalente de quercetina

EC: Equivalente de catequina

ECD: Enfermedades cronico-degenerativas

El: Estandar iterno

e.g.: Ejemplo

EM: Extracto metandlico

ESI: lonizacion por electroasperjado (electrospray)
EE. UU: Estados Unidos de América

FT: Fendlicos totales

FVT: Flavonoides totales

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion
h: Hora

ICs0: Concentracion inhibitoria media

laG: Inhibicidn a-glucosidasa

kg: Kilogramo

LSD: Contraste de la minima diferencia significativa
L: Litro

LPS: Lipopolisacarido

mL: Mililitro

mg: Miligramo

Min: Minuto

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
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NBIMCC: National Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures
No: Numero

OMS: Organizacién mundial de la salud

ORAC: Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno
p/v: Peso/volumen

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos

RAM: Resistencia a antimicrobianos/antibioticos

ROS: Especies reactivas del oxigeno

RNS: Especies reactivas del nitrégeno

rpm: Revoluciones por minuto

SAIM: Collection of the St. Angeloff Institute of Microbiology
SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SFB: Suero fetal bovino

S: segundos

Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
TT: Taninos totales

Vit E: Vitamina E

Vit C: Vitamina C

Amax: Longitud de onda maxima

pgmol: Micromol

ML: Microlitro

Mg: Microgramo

°C: Grados Celsius

%: Porciento

177



	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE CUADROS
	I. RESUMEN
	II. ABSTRACT
	III. INTRODUCCIÓN
	IV. REVISIÓN DE LITERATURA
	4.1. Enfermedades crónico-degenerativas
	4.1.1. Estrés oxidativo
	4.1.2. Antioxidantes

	4.2. Enfermedades infecciosas
	4.3. El potencial biológico de los productos naturales
	4.4. Familia Crassulaceae
	4.5. Antecedentes
	4.5.1. Género Graptopetalum
	4.5.1.1. Actividad biológica del género

	4.5.2. Especies de Graptopetalum nativas de Sinaloa
	4.5.2.1. Graptopetalum sinaloensis
	4.5.2.2. Graptopetalum rusbyi
	4.5.2.3. Graptopetalum occidentale



	V. JUSTIFICACIÓN
	VI. HIPÓTESIS
	VII. OBJETIVOS
	7.1. Objetivo general
	7.2. Objetivos específicos

	VIII. MATERIALES Y MÉTODOS
	8.1. Materiales
	8.1.1. Material vegetal
	8.1.2. Material biológico
	8.1.2.1. Microorganismos
	8.1.2.2. Animales de laboratorio

	8.1.3. Reactivos

	8.2. Metodología
	8.2.1. Elaboración de la harina de hojas de Graptopetalum
	8.2.2. Obtención de los extractos metanólicos de Graptopetalum
	8.2.3. Caracterización fitoquímica
	8.2.3.1. Análisis fitoquímico cualitativo
	8.2.3.2. Cuantificación de metabolitos totales
	8.2.3.2.1. Fenólicos totales
	8.2.3.2.2. Flavonoides totales
	8.2.3.2.3. Taninos totales



	8.3. Identificación de componentes individuales en Graptopetalum
	8.3.1. Perfil de compuestos lipofílicos
	8.3.2. Perfil de compuestos fenólicos
	8.3.3. Métodos de evaluación de la actividad biológica in vitro
	8.3.3.1. Actividad antioxidante
	8.3.3.1.1. Método DPPH
	8.3.3.1.2. Método ABTS
	8.3.3.1.3. Método ORAC

	8.3.3.2. Actividad inhibitoria de la enzima α-glucosidasa
	8.3.3.3. Actividad inmunomoduladora
	8.3.3.4. Actividad antibacteriana
	8.3.3.5. Actividad antiparasitaria contra Giardia duodenalis
	8.3.3.5.1. Criopreservación de la cepa
	8.3.3.5.2. Descongelamiento y recuperación de los trofozoítos de G. duodenalis
	8.3.3.5.3. Evaluación de la actividad in vitro contra Giardia duodenalis



	8.4. Análisis de toxicidad de los extractos metanólicos de Graptopetalum
	8.4.1. Ensayo de toxicidad in vitro contra nauplios de Artemia salina
	8.4.1.1. Obtención de las larvas de Artemia salina
	8.4.1.2. Preparación de los extractos metanólicos para el ensayo de toxicidad
	8.4.1.3. Evaluación de la toxicidad de los extractos metanólicos

	8.4.2. Evaluación de toxicidad aguda en ratones BALB/c

	8.5. Análisis estadístico

	IX. RESULTADOS
	9.1. Humedad y rendimiento de extracción
	9.2. Caracterización fitoquímica
	9.2.1. Análisis fitoquímico cualitativo
	9.2.2. Cuantificación de metabolitos totales
	9.2.2.1. Fenólicos totales
	9.2.2.2. Flavonoides totales
	9.2.2.3. Taninos totales


	9.3. Identificación de componentes individuales
	9.3.1. Perfil de compuestos lipofílicos
	9.3.2. Perfil de compuestos fenólicos
	9.3.2.1. Análisis por HPLC-MS
	9.3.2.2. Identificación de compuestos individuales
	9.3.2.2.1. Ácidos fenólicos
	9.3.2.2.2. Flavonoides
	9.3.2.2.3. Taninos
	9.3.2.2.4. Otros compuestos



	9.4. Evaluación de la actividad biológica in vitro
	9.4.1. Actividad antioxidante
	9.4.2. Actividad inhibitoria de la enzima α-glucosidasa
	9.4.3. Actividad inmunomoduladora
	9.4.4. Actividad antibacteriana
	9.4.5. Actividad antiparasitaria contra G. duodenalis

	9.5. Evaluación de la toxicidad de los extractos metanólicos
	9.5.1. Ensayo de toxicidad in vitro frente a nauplios de Artemia salina
	9.5.2. Evaluación de toxicidad aguda en ratones BALB/c

	9.6. Análisis de correlación entre componentes químicos y actividades biológicas de los extractos metanólicos

	X. DISCUSIÓN
	10.1. Humedad y rendimiento de extracción
	10.2. Caracterización fitoquímica
	10.2.1. Análisis fitoquímico cualitativo
	10.2.2. Cuantificación de metabolitos totales
	10.2.2.1. Fenólicos totales
	10.2.2.2. Flavonoides totales
	10.2.2.3. Taninos totales


	10.3. Identificación y cuantificación de componentes individuales
	10.3.1. Perfil de compuestos lipofílicos
	10.3.2. Perfil de compuestos fenólicos

	10.4. Evaluación de la actividad biológica in vitro
	10.4.1. Actividad antioxidante
	10.4.2. Actividad inhibitoria de la enzima α-glucosidasa
	10.4.3. Actividad inmunomoduladora
	10.4.4. Actividad antibacteriana
	10.4.5. Actividad antiparasitaria

	10.5. Evaluación de la toxicidad de los extractos metanólicos
	10.5.1. Ensayo de toxicidad in vitro frente a nauplios de Artemia salina
	10.5.2. Evaluación de toxicidad aguda en ratones BALB/c


	XI. CONCLUSIONES
	11.1. Conclusión general
	11.2. Conclusiones especificas

	XII. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO
	XIII. BIBLIOGRAFÍA
	XIV. SIGLAS Y ABREVIACIONES



