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RESUMEN GENERAL

ESTUDIO FITOQUIMICO, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIBACTERIANA DE
Pilotrichella flexilis (Hedw.) Angstr.

En investigaciones recientes sobre briofitas, se han encontrado sustancias con alta
actividad bioldgica. Los objetivos de este trabajo fueron aislar e identicar metabolitos
secundarios del extracto hexanico y evaluar las propiedades antioxidantes (in vitro) y
antimicrobianas de extractos de diferente polaridad de Pilotrichella flexilis, con el fin de
tener un primer acercamiento sobre el tipo de sustancias y el potencial farmacolégico de
esta especie. La colecta del musgo se hizo en la localidad de La Mojonera, Zacualtipan
de Angeles, Hidalgo. El extracto metandlico de P. flexilis, fue fraccionado por extraccion
lig-lig en disolventes de diferente polaridad para obtener los extractos hexéanico, de
acetato de etilo y acuoso. El extracto hexanico fue separado por CC y las fracciones
obtenidas fueron monitoreadas por CCD. Las fracciones aisladas se estudiaron por
técnicas espectroscopicas de IR, *H RMN 3C RMN, DEPT, COSY HMBC, HSQC y por
EM. Las propiedades antioxidantes fueron evaluadas en los extractos acuoso,
metanolico, de AcOEt y hexanico, mediante la cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales y la evaluacidén de la capacidad antioxidantes por los ensayos DPPH, FRAP y
ABTS. La actividad antimicrobiana de los extractos se evalué sobre Clavibacter
michiganensis (+), Xanthomonas spp (+), Escherichia coli (-) y Micrococcus luteus (+) por
el método de microdilucion usando TTC como indicador de viabilidad. Del extracto
hexanico se aislaron e identificaron: Lup-20(29)-eno y una mezcla de B-sitosterol y
estigmasterol. El extracto de acetato de etilo present6 el mayor contenido de fenoles y
flavonoides totales (274 + 19.00 mg EAG/gext y 104.45 £ 0.47 mg EC/gext respectivamente)
asi como la mayor capacidad antioxidante por los tres ensayos DPPH, FRAP, ABTS
(765.94 + 31.95, 331.01 + 22.52 y 832.01 = 21.37 umol ET/gex, respectivamente). Los
extractos de AcCOEt y metandlico presentaron actividad antimicrobiana a una
concentracion de 3.75 mg/mL, sobre Xanthomonas. Mientras que el extracto metanolico
(3.75 mg/mL) también inhibio el crecimiento de C. michiganensis, E. coli y M. luteus. Los
resultados muestran que P. flexilis contiene una diversidad de compuestos que pueden
ser utilizados como antioxidantes naturales y agentes antimicrobianos para el control de
diversas enfermedades humanas, animales y vegetales.

Palabras clave: Musgo, Fitoquimica, capacidad antioxidant, antibacterial activity,
Pilotrichella felxilis.

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Cinthia Mejia Lara
Director de Tesis: Dr. Holber Zuleta Prada
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GENERAL ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY, ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
Pilotrichella flexilis (Hedw.) Angstr.

In recent research on bryophytes, substances with high biological activity have been
found. The objectives of this work were to isolate and identify secondary metabolites of
the hexane extract and evaluate the antioxidant (in vitro) and antimicrobial properties of
different polarity extracts of Pilotrichella flexilis, in order to have a first approach on the
type of substances and the potential pharmacological of this species. The collection of
moss was made in the town of La Mojonera, Zacualtipan de Angeles, Hidalgo. The
methanolic extract of P. flexilis was fractionated by lig-liq extraction in solvents of different
polarity to obtain the hexane, ethyl acetate (AcOEt) and aqueous extracts. The hexane
extract was separated by CC and the fractions obtained were monitored by CCD. The
isolated fractions were studied by IR,'"H RMN and 13C RMN, DEPT, COSY HMBC, HSQC
and EM. The antioxidant properties were evaluated in the aqueous, methanolic, AcOEt
and hexane extracts, by quantification of phenols and total flavonoids and the evaluation
of antioxidant capacity by the DPPH, FRAP and ABTS assays. The antimicrobial activity
of the extracts was evaluated on Clavibacter michiganensis (+), Xanthomonas spp (+),
Escherichia coli (-) and Micrococcus luteus (+) by the microdilution method using TTC as
an indicator of viability. From the hexane extract were isolated and identified: Lup-20 (29)
-eno and a mixture of B-sitosterol and stigmasterol. The ethyl acetate extract had the
highest total phenol and flavonoid content (274 £ 19.00 mg EAG / gext and 104.45 + 0.47
mg EC / gext respectively) as well as the highest antioxidant capacity by the three DPPH,
FRAP, ABTS assays (765.94 + 31.95, 331.01 £ 22.52 and 832.01 £ 21.37 ymol ET / gext,
respectively). The AcOEt and methanolic extracts showed antimicrobial activity at a
concentration of 3.75 mg / mL, on Xanthomonas. While the methanolic extract (3.75 mg /
mL) also inhibited the growth of C. michiganensis, E. coli and M. luteus. The results show
that P. flexilis contains a variety of compounds that can be used as natural antioxidants
and antimicrobial agents for the control of various human, animal and plant diseases.

Key Words: Moss, Phytochemestry, antioxidant activity, antibacterial, antibacteriana,
Pilotrichella felxilis.

Thesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Cinthia Mejia Lara
Advisor: Dr. Holber Zuleta Prada
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1. INTRODUCCION

Durante tiempos inmemoriales el hombre ha usado los recursos naturales para
abastecer sus necesidades dia a dia, las plantas han sido un recurso importante para
contrarrestar las enfermedades que el hombre ha desarrollado a lo largo del tiempo.
Civilizaciones antiguas como: Mesopotamicos, Egipcios, Chinos, Griegos, Romanos,
incluyen una lista de plantas diversas para el uso medicinal tradicional, que aun en dia
se utilizan en multiples tratamientos, esto ha llevado al interés de estudios extensivos
como fuentes de metabolitos secundarios, asi como el desarrollo de farmacos de los
productos naturales, pues son fuente de la mayoria de los compuestos activos en la
industria farmacéutica, ya que poseen actividades biol6gicas altamente selectivas y

especificas (Cragg & Newman, 2013).

Las propiedades medicinales que poseen las plantas se debe a que experimentan
diversas presiones ambientales a lo largo de su desarrollo, esto ocasiona un estrésy en
respuesta, se desencadena una serie de cambios morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos
(metabolitos secundarios) y moleculares generando efectos alergénicos, citotoxicos,
citostaticos, cardiotonicos, carcinogenénticos, antiinflamatorios, antibacterianos,
antifangicos, antioxidantes, antidepredacion. Entre las fuentes de metabolitos se
encuentran las plantas superiores, inferiores, organismos marinos, animales y artropodos
(Cordell, Beecher, & Pezzuto, 1991; Shu, 1998).

Entre el 5y 15% de la diversidad vegetal (250,000 - 400, 000 especies) se ha estudiado,
por lo que se sugiere que todavia son una fuente de productos naturales novedosos. En
la busqueda de nuevos compuestos existe un amplio campo de estudio en el grupo de
las plantas méas basales las britdfitas (hepaticas, antoceros y musgos), las cuales son
plantas inferiores muy antiguas, se encuentran distribuidas ampliamente en el mundo.
Son un grupo parafiletico que forman tres linajes diferenciados: Musgos [Div. Bryophyta,
(sensu stricto)], Hepaticas (Div. Hepatophyta) y Antoceros (Div. Anthocerophyta)
(Gradstein, 2001).

Las bridfitas son considerados el segundo grupo mas grande de plantas después de las
angiospermas, representados con aproximadamente 24,000 especies; Bryophyta
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(14,000 especies), Marchantiophyta (6000 especies) y Athocerophyta (300 especies)
(Asakawa, Ludwiczuk, & Nagashima, 2013).

Los estudios mas relevantes en bridfitas son taxonémicos y sistematicos, recientemente
se han derivado estudios como atrapadores de metales pesados, el papel que
desempeiian ecolégicamente en los bosques, también ha despertado el interés sobre su
composicién quimica y los efectos que estos pueden ofrecer (Asakawa & Ludwiczuk,
2013; Gradstein, 2001).

Se ha comprobado la bioactividad de extractos crudos y compuestos aislados de las
briéfitas considerando su aroma caracteristico, acritud y amargura, dermatitis alérgica de
contacto, citotoxicidad, actividad antimicrobiana, antifangica y antiviral. Asi como
insecticida y antiparasitos, actividad inhibitoria de la liberacibn de superoxido,
lipoxigenasa, calmodulina, hialuronidasa, ciclooxigenasa, ADN polimerasa B y a-
glucosidasa, actividad neurotréfica, miorelajante y actividad inhibitoria del calcio,
cardiotonico y antagonista de la vasopresina (VP), inhibicién de la produccion de éxido
nitrico, actividad inhibitoria del crecimiento vegetal, inhibicion de la polimerizacion de la
tubulina, vasorelajaacion, lo que promete altas propiedades biologicas (Asakawa &
Ludwiczuk, 2013).

Aunque existen numerosos trabajos fitoquimicos, de actividad antibacteriana y
antioxidantes en plantas superiores, en el caso de los musgos, por su complejidad para
la identificacion, morfologia muy pequefia y su dificultad para colectar, se registran pocos
trabajos con respecto al nUmero de especies, que determinen la fitoquimica, su actividad
biolégica y antioxidante (Asakawa et al., 2013a; Klavina et al., 2015).

De acuerdo con lo anterior en este trabajo se planted, el estudio fitoquimico de
Pilotrichella flexilis un musgo distribuido en el estado de Hidalgo, se pretendid la
busqueda de nuevos metabolitos secundarios y la evaluacion de sus propiedades

antioxidantes y antimicrobianas.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Aislar e identificar metabolitos secundarios del extracto hexanico de Pilotrichella flexilis
y evaluar sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas de cuatro extractos por

meétodos convencionales, para explorar su potencial farmacoldgico.

1.1.2 Objetivos particulares

e Preparar el extracto metandlico de P. flexilis y particionarlo para obtener extractos
de hexano, acetato de etilo y acuoso

e Aislar los compuestos del extracto hexanico por cromatografia de columna y
cromatografia de capa delgada.

e Caracterizaciéon de los compuestos aislados por técnicas espectroscopicas (UV,
IR, H-NMR, 3C-NMR y EM).

e Determinar las propiedades antioxidantes de extractos de P. flexilis mediante la
cuantificacion de fenoles y flavonoides totales y la capacidad antioxidante por los
ensayos DPPH, FRAP y ABTS.

e Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos (acuoso, metanol, acetato de
etilo, hexano) sobre las bacterias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Xanthomonas sp, Escherichia coli K12, Listeria innocua ATCC33090, Micrococcus

luteus CDBB1018 mediante un ensayo colorimétrico.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Briofitas

El interés en briéfitas ha sufrido un resurgimiento en la Gltima década. Este renovado
enfoque en los musgos, hepaticas y antoceros, ha convergido desde diversos puntos
dentro de la comunidad cientifica. Estudios indican que éstos son el segundo grupo mas
grande de plantas de la tierra después de angiospermas (Marko, Aneta, & Dragoljub,
2001).

Las briofitas se encuentran en todo el mundo, excepto en el mar, crecen en tierra mojada
0 en rocas, en los troncos de los arboles, en los lagos y rios, e incluso en zonas gélidas.
Los bridfitas se colocan taxonoOmicamente entre las algas y el pteridofitos. Hay alrededor
de 23 000 especies en todo el mundo, y se dividen en tres phyla, Bryophyta (musgos; 14
000 especies), Marchantiophyta (hepaticas; 6000 especies), y Anthoceratophyta
(hornworts; 300 especies) (Asakawa & Ludwiczuk, 2013; Hallingback & Hodgetts, 2000)

Las bridfitas desempefian un papel notable en el mantenimiento de los ecosistemas
porque proporcionan un sistema de amortiguacion importante para otras plantas. Estas
plantas son menos conocidas por la mayoria de las personas debido al pequefio tamario,
por lo tanto, la menor cantidad de biomasa en estas plantas las vuelve poco atractivas

para su uso (Harris, 2008).

El uso de briéfitas es variado por ejemplo: En el embalaje, para articulos fragiles; para
las plantas que necesitan ser comerciadas, los musgos al tener un alto reservorio de
humedad, sirven perfectamente el transporte de estas. Son usados como especies
indicadoras del ambiente, controlan la erosion, se les considera como buenos fijadores
de nitrégeno, son bioindicadores de metales pesados, bioindicadores acuaticos,
indicadores de la radiactividad. También son usados para la fabrica de muebles como
material para las camas y vestimenta al igual que en la construccion de viviendas.
Estudios biotecnol6gicos han mostrado que los musgos son fuente de buenos
combustibles naturales. Dependen de la sintesis de metabolitos secundarios para su

supervivencia. Tienen propiedades medicinales y muy pocos son fuentes alimenticias, en
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la industria se usan como tratamientos de residuos, en la agricultura para el
acondicionamiento y cultivo de suelos, asi como sustrato para plantulas en invernaderos
(Glime, 2007; Saxena, 2004). La utilidad medicinal de los compuestos obtenidos de
briofitas se manifiesta ampliamente como antibacteriano, antifungico, citotéxico,
antitumoral e insecticida (Asakawa, 2007; Uglincli, Cansu, Ozdemir, Karaoglu, & Yayli,
2010) el hallazgo fitoquimico de briéfitas exhiben una mayor gama de compuestos
activos como carbohidratos, lipidos, proteinas, esteroides, polifenoles, terpenoides,
acidos organicos, alcoholes de azucar, &cidos grasos, compuestos alifaticos,
acetogeninas, fenilquinonas, y sustancias aromaticas y fendlicas que muestran

significativa bioactividad.
2.2 Bryophyta (Musgo)

Los musgos, el grupo més diverso de las bridfitas cuenta con mas de 10,000 especies en
el mundo, México enlista 983 especies mientras que en el estado de Hidalgo se
encuentran 420 especies y variedades (Delgadillo, Villasefior, Cardenas, & Ortiz, 2014).
Son organismos pequefios, tienen un ciclo de vida de alternancia de generaciones:
gametofito dominante (haploide) y esporofito dependiente (diploide), son pluricelulares,
pueden ser o no ramificados, tienen rizoides, son exclusivamente foliados (Goffinet, Buck,
& Shaw, 2009; Vanderpoorten & Goffinet, 2009).

La division se clasifica en ocho clases (Fig. 2.1), Bryopsida es la clase mas abundante,
la mayoria de las especies se encuentran en esta clase (Troitsky, Ignatov, Bobrova, &
Milyutina, 2007)
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— Bryopsida

Tetraphidopsida

Polytrichopsida

Oedipodiopsida

Andreaeobryopsida

Andreaeopsida

Sphagnopsida

Takakiopsida

Figura 2.1 Clasificacién de acuerdo con Troitsky et al. (2007).

La familia Lembophyllaceae. Broth. dentro de la clase Bryopsida, comprende
aproximadamente 12 géneros, de ellos el género Pilotrichella, al que pertenece la especie
del presente estudio, son plantas pleurocarpicas, de pequefias a grandes, delgadas o
robustas, que forman alfombrillas mas o menos laxas o tramas, verdes, verdosas,
amatriillas, parduscas o de un pardo rojizo, ocasionalmente brillantes. Con un crecimiento

péndulo, estipite frondoso (Sharp, Crum, & Eckel, 1994).

El género se identifica por tener ramas delgadas a gruesas, en masas largas y colgantes,
brillantes, amarillentas o de color marrén rojizo, a veces tefiidas de negro. Ramas
secundarias largas-flexuosas, pinnadas irregulares, tallos y hojas ramificadas similares,
imbricadas para extenderse, a menudo con forma de espiral, profundamente céncavas,
lisas ampliamente oblongas a panduriformes, abruptamente apiculadas; margenes
inflexos en la parte superior, margen superior entero o serrulado; costa corta y doble o
ausente; células romboidales a lineales, lisas, células basales mas cortas, distintas o
particularmente diferenciadas en las regiones alares. Seta corta; capsulas exertas,
oblongas-ovoides: diente-exostoma papiloso. Caliptra cucullate, escasamente pelosa
(Sharp et al., 1994).

En el pais solo existen dos especies del género: Pilotrichella flexilis y Pilotrichella rigida
(Sharp et al., 1994).
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2.2.1 Pilotrichella flexilis (Hedw.) Angstr.

2.2.1.1 Clasificacion Botanica.
Reino: Plantae

Division: Bryophyta

Class: Bryopsida

Subclase: Bryidae Engl.

Superorder hypnae

Orden: hypnales

Familia: Lembophyllaceae

Género: Pilotrichella (Mull. Hal.) Besch.
Epiteto especifico: flexilis

Autor: (Hedw.) Angstr.

Especie: Pilotrichella felixilis

(Goffinet et al., 2009)

17|Pagina



2.2.1.2 Sin6nimos
**Pilotrichum flexile (Hedw.) Mull. Hal.

Hookeria flexilis (Hedw.) Sm.
Hypnum flexile (Hedw.) Sw. ex Brid.
Hypnum thunbergii Brid.
Isothecium flexile (Hedw.) Brid.
Leskea flexilis Hedw.

Meteorium flexile (Hedw.) Mitt.
Meteorium orbifolium Mitt.
Neckera cochlearifolia Muill. Hal.
Neckera flexilis (Hedw.) Mull. Hal.
Neckera turgescens Miuill. Hal.
Pilotrichella araucarieti Mull. Hal.

Pilotrichella araucarieti var. crassicaulis
Mll. Hal.

Pilotrichella cochlearifolia var. flagellifera

Besch.

Pilotrichella erecto-mucronata Mdull. Hal.

ex Paris

Pilotrichella eroso-mucronata Mull. Hal.
Pilotrichella flagellifera Besch.
Pilotrichella flexilis var. robusta Broth.
Pilotrichella pallidicaulis Mull. Hal.
Pilotrichella perrobusta P. de la Varde
Pilotrichella recurvo-mucronata Mull. Hal.
Pilotrichella rigens Cardot

Pilotrichella sediramea Miuill. Hal.
Pilotrichella squarrulosa Mull. Hal.
Pilotrichum circinatum Schimp.
Pilotrichum cochlearifolium Mull. Hal.
Pilotrichum turgidum Mull. Hal.

Pterobryopsis subcochlearifolia Thér.
(Trépicos, 2017)
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http://www.tropicos.org/Name/35109546
http://www.tropicos.org/Name/35163528
http://www.tropicos.org/Name/35112344
http://www.tropicos.org/Name/35129174
http://www.tropicos.org/Name/35137977
http://www.tropicos.org/Name/35139645
http://www.tropicos.org/Name/35151126
http://www.tropicos.org/Name/35151223
http://www.tropicos.org/Name/35171488
http://www.tropicos.org/Name/35171622
http://www.tropicos.org/Name/35172160
http://www.tropicos.org/Name/35109194
http://www.tropicos.org/Name/35109195
http://www.tropicos.org/Name/35109195
http://www.tropicos.org/Name/35109222
http://www.tropicos.org/Name/35109222
http://www.tropicos.org/Name/35162946
http://www.tropicos.org/Name/35162946
http://www.tropicos.org/Name/35109253
http://www.tropicos.org/Name/35109260
http://www.tropicos.org/Name/35109264
http://www.tropicos.org/Name/35109339
http://www.tropicos.org/Name/35109350
http://www.tropicos.org/Name/35109371
http://www.tropicos.org/Name/35109377
http://www.tropicos.org/Name/35109383
http://www.tropicos.org/Name/35109391
http://www.tropicos.org/Name/35109492
http://www.tropicos.org/Name/35109494
http://www.tropicos.org/Name/35109696
http://www.tropicos.org/Name/35143684

2.2.1.3 Descripcion
Es un musgo pleurocérpico, crece en ambientes con alta humedad, de habito epifito en

su mayoria, ha sido usado en estudios ecoldgicos, atmosféricos y contaminacion del

ambiente (Mazzoni, Lanzer, Bordin, Schafer, & Wasum, 2012).

Se considera una especie de amplia distribucién a nivel mundial, en altas elevaciones,
en México se distribuye en los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Michoacén, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas y
Veracruz (Fig. 2.2) (Trépicos, 2017; Sharp et al., 1994).
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Figura 2.2 Distribucion de P. flexilis en México.

Crece en masas colgantes; son de color verde-amarillosas 0 rojizas y prosperan en

sustratos variados a diversas alturas.

Plantas robustas, de color verde palido a amarillento o marrén rojizo, algunas de color
negruzco. Tallos secundarios de hasta 30 cm de largo. Hojas del tallo holgadamente

imbricadas para extenderse, 1.2-2 x 0.6-1mm, cuculato-céncavo, ampliamente oblongo-
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ovadas, auriculadas en angulos basales; margenes enteros; células apicales 4-11 X 1.5-

4 um; células medianas 11-21 X1.5-2.5 um; células basales perforadas, 7-20 X 3-5 um;

células alares cuadradas de pared gruesa, y de color marron amarillento, las células de

las auriculas son lineales, 9-18 X 1-1.5 ym. Ramas, hasta 5 cm de largo. Hojas de la

rama 1-2.5 X 0.5-1.2 mm; células apicales 4-13 X 1.5-4 ym; células medianas 9-25 x 1.5-

2.5 um; células basales 5- 20 x 1.5-4 ym; células auriculares 5-18 x 1-1.5 ym. Seta de 5-

11 mm de largo, rugosas arriba; capsulas de 1.5 mm de largo (Fig.2.3) (Sharp et al.,

1994).
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Figura 2.3 Pilotrichella flexilis. llustrador: Eliana Calzadilla (USZ) Trépicos 2017. A. Habitat. B. Filidios (4).
C. Células superiores y medias del filidio. D. Células alares del filidio (basal). E. Esporofito.
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2.1 Fitoquimica

El estudio de los productos quimicos o metabolitos secundarios que producen o forman
parte de la estructura de las plantas es el objeto de la fitoquimica. Los metabolitos
secundarios o productos naturales cambian de acuerdo con la especie que los sintetiza,
varian entre grupos taxondmicos, brindado singularidad a cada especie y estan
relacionados principalmente con sistemas de defensa (Asakawa, 2007; Sanabria, 1983).

Numerosos compuestos se han aislado, purificado y estudiado su estructura quimica.
Importantes productos naturales como quinina, teofilina, penicilina, morfina, paclitaxel,
digoxina, vincristina, actualmente siguen siendo usados en la industria farmacéutica,
dado el aumento de la demanda, se ha recurrido a la sintesis organica para abastecer
las necesidades (Clark, 1996).

La primera publicacion de quimica en bridfitas fue de Lohmann (1903) quien reporto la
presencia de aceites esenciales en los cuerpos oliferos de hepaticas, iniciando asi la
linea en un grupo fitoquimicamente desconocido, el trabajo continudé en hepaticas;
aproximadamente 60 afios después, se reportaron flavonoides para varias especies del

género Bryum Hedw. (Bryophyta) (Bendz, Martensson & Terenius, 1962).

Asakawa & Ludwiczuk (2013) y Mues (2000) hacen una revision de la ultima década
sobre los compuestos aislados en las bridfitas, las hepaticas son el grupo mas estudiado,
a pesar de que los musgos son el grupo mas diverso de las briofitas, se ubican en
segundo lugar comparado con las hepéticas, finalmente los antoceros tienen muy pocos

estudios registrados acerca de su composicén quimica.

Mues (2000) y Sabovljevi¢ et al. (2016) mencionan varios tipos de compuestos
identificados en estudios fitoquimicos para briofitas, como lo son: oligo y polisacéaridos,
terpenoides, compuestos aromaticos, sustancias nitrogenadas, compuestos azufrados,

clorados y hormonas.

Una de las familias de metabolitos secundarios que se han identificado en los tres grupos
son los terpenos. En hepaticas aparecen en mayor abundancia: monoterpenos,

sesquiterpenos, diterpenos y esteroides y en menor cantidad sesquiterpenos, triterpenos
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y esteroides. En el caso de los musgos estas dos Ultimas clases de terpenos son mas
abundantes. Mientras que en antoceros solo existe evidencia de triterpenos y
tetraterpenos (Mues, 2000).

Compuestos aromaticos se han hallado en los tres grupos sin excepcion:
derivados benzoicos, acido cinamico, fenoléteres, alcoholes, fenoles, bibenzilos,
bisbibenzilos, dimeros de bisbibenzilos, estilbenos, fenantrenos, naftalenos,
acetofenonas, lignanos, flavonoides, coumarinas, isocoumarinas, coumestanos (Saritas
et al., 2001).

A diferencia de los terpenos y compuestos aromaticos, hasta el momento solo se han
registrado flavonoides en hepaticas y musgos; en hepaticas se han encontrado
compuestos glicosidicos, agliconas, flavonas, antocianinas y derivados, auronas,
bioflavonoides, flavanonas; los musgos contienen los mismos grupos que sintetizan las
hepéticas sin embargo en ellos podemos encontrar tres grupos exclusivos hasta ahora:

dihidroflavonoles, isoflavonas, triflavonas (Mues, 2000).

Hasta la fecha solo existen dos estudios fitoquimicos del género, Pilotrichella
cuspidate y Pilotrichella flexilis. En los cuales se describe el aislamiento y caracterizacion
de biflavonoides (Cuadro 2.1) (Seeger et al., 1992; Brinkmeier et al., 2000).

Cuadro 2.1 Biflavonoides aislados del género Pilotrichella

Especie Compuesto

P. cuspidate (Lembophyllaceae) | 3',3"'-binaringenina
(Seeger et al., 1992).

OH O

P. flexilis (Lembophyllaceae) | 3',3"'-binaringenina

(Brinkmeier et al., 2000). Hipnogenol A
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OH O
2,3,2",3"-tetrahidrodicranolomina

Pilotrichellaaurona

2.1 Capacidad Antioxidante

Los radicales libres organicos son especies, que a pesar de ser neutras, presentan en su
estructura atdbmica un electron desapareado o impar en el orbital externo, convirtiéndolos
en especies muy reactivas. Para lograr una estabilidad captan un electron de moléculas
estables, dicha especie se convierte en un radical libre, iniciando asi una reaccion en
cadena. (Thakur & Kapila, 2017).

A pesar del tiempo de vida media corto, en la naturaleza existen radicales libres, los
cuales, causan efectos benéficos y dafiinos en organismos, pueden dafiar biomoléculas
y afectar la membrana plasmética y los organelos. Para evitar el dafio se activan
mecanismos que contrarrestan sus efectos, pueden ser enzimaticos o no enzimaticos y
los encontramos en todo tipo de organismos plantas, animales, hongos, bacterias,
(Yanishlieva-Maslarova, Heinonen, 2001; Zapata, Gerard, Davies, & Schvab, 2007). La
formacion de radicales libres en sistemas bioldgicos se atribuyen a presion bidtica o

abidtica en el medio que se rodea (Basile et al., 2011; Garg & Manchanda, 2009).
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La accion oxidativa causada por los radicales libres puede ser neutralizada o retrasada
mediante el uso de antioxidantes naturales o sintetizados quimicamente, el dafio toxico
gue presentan; ha incrementado el interés en la busqueda de nuevos compuestos con

capacidad antioxidante, principalmente de origen natural.

Los metabolitos secundarios también actiian como antioxidantes, estos son sustancias
que dependiendo de su estructura quimica pueden inhibir o retardar la oxidacién
captando radicales libres, o por mecanismos diferentes a la captacion de radicales libres
(Zapata et al., 2007). Los antioxidantes tienen una amplio campo de aplicacién en los

alimentos, la industria de cosméticos, medicina, etc (Aubad & Rojano, 2007).

Los musgos como anteriormente se menciond tienen una anatomia que los obliga a
desarrollar sistemas de defensa como antioxidantes. Los estudios en musgos sobre
capacidad antioxidante son recientes, los primeros trabajos publicados inician en la
década de los 90’s (Seel, Hendry, & Lee, 1992). Las investigaciones para evaluar estas
propiedades incluyen pruebas con enzimas como superoxidasa dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), perosidasa (POD), guaiacol peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa
(APX), glutation reductasa (GR), compuestos Tiolicos (Dazy et al., 2008; Roy, Sen, &
Héanninen, 1996; Singh, Govindarajan, Nath, Rawat, & Mehrotra, 2006; Sun, He, Wang,
& Cao, 2011)

En su mayoria se han estudiado extractos crudos, principalmente extractos acuosos,
aceténicos, etandlicos, metandlicos, de diclorometano y aceites esenciales, en cuanto a
compuestos aislados solo se han hecho estudios en biflavonoides y en algunos
compuestos fendlicos (Borel, Welti, Fernandez, & Colmenares, 1993; Vladimir. Chobot,
Kubicova, Nabbout, Jahodaf, & Vytlacilova, 2006; Aubad, Rojano, & Lobo, 2007;
Bhattarai, Paudel, Lee, Lee, & Yim, 2008; Lopes-Lutz, Alviano, Alviano, & Kolodziejczyk,
2008; Vladimir Chobot, Kubicova, Nabbout, Jahodar, & Hadacek, 2008; Basile et al.,
2011; Pejin, Bogdanovic-Pristov, Pejin, & Sabovljevic, 2013; Pejin & Kien-Thai, 2013;
Ertlrk et al., 2015; Shin, Choi, & Kim, 2016; Waterman et al., 2017).

Los musgos por su historia evolutiva y las cuestiones abidticas como: variaciones

estacionales, cambios en temperatura y humedad relativa tienen un efecto significativo
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en los componentes bioquimicos (Thakur & Kapila, 2017); se les atribuye la sintesis de
compuestos fenodlicos para establecerse en condiciones poco favorables como la alta
exposicion a rayos UV, actualmente las condiciones han cambiado, sin embargo los
compuestos que en su momento diversificaron el grupo, han perdurado hasta nuestros

tiempo (Basile et al., 2011).

2.1 Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana es la capacidad que posee un extracto o un compuesto, en
este caso de origen vegetal, de inhibir el crecimiento de microorganismos; este proceso
se comprueba mediante un antibiograma. La busqueda de metabolitos secundarios con
efecto antibacteriano ha incrementado en afios recientes por la capacidad de estos
microorganismos para evolucionar y comenzar a presentar resistencia a los antibiéticos

con los que son atacados (Nikolajeva et al., 2012).

La curiosidad por estudiar la bioactividad de los extractos crudos o fraccionados en
briofitas surge de la evidencia de su uso en la medicina tradicional, en Europa, China,
India, y el Norte de América, resaltando sus propiedades antibacterianas (Glime, 2007,
Nikolajeva et al., 2012).

La presencia de substancias antibiéticas en plantas ha sido bien documentada, y en
musgos se ha demostrado que poseen propiedades antibacterianas (Asakawa,
Ludwiczuk, & Nagashima, 2013b; Mues, 2000).

Zhu, Wang, & Xu (2006) sugieren a este grupo como fuente prometedora de recursos
con actividad antibiotica y biolégica. Las familias de compuestos con bioactividad mas
reconocidos hasta ahora son: carbohidratos, lipidos, proteinas, esteroides, polifenoles,
terpenoides, acidos organicos, acidos grasos, acetofenoles, arilbenzofuranos,
compuestos alifaticos, acetogeninas fenilquinones, aromaticos y substancias fenolicas.
(Chandra et al., 2016; Velji¢ et al., 2009)

Se estima que han estudiado cerca de 1,000 especies de bridfitas comparado con
las 24,000 que posiblemente haya alrededor del mundo, esto indica menos del 1% de

total aproximado, lo que sugiere pocos estudios en musgos en busqueda de actividad
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antibacteriana. La actividad antibacteriana depender4d de la composicibn quimica
especifica, configuracién estructural de los compuestos, grupos funcionales asi como las
interacciones entre los compuestos (Bukvi€ki, Veljic, Sokovi¢, Gruji¢, & Marin, 2012;
Nikolajeva et al., 2012).
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3. ESTUDIO FITOQUIMICO DE Pilotrichella flexilis

3.1 Resumen

Los productos naturales o metabolitos secundarios representan una parte medular en el
estudio de la quimica orgéanica, de hecho, los origenes de esta ciencia pueden remitirse
en parte al interés por conocer la composicion quimica de las plantas. En el presente
trabajo, el objetivo principal consistio en la busqueda de nuevos metabolitos secundarios
del extracto hexanico de P. flexilis, para contribuir al conocimiento fitoquimico de la
especie. El aislamiento y purificacibn de los metabolitos secundarios del extracto
hexanico se llevé a cabo por CC y CCD, la asignacion de la estructura quimica se basé
en las técnicas espectroscopicas de IR, *Hy 13C RMN, DEPT, COSY HMBC, HSQC y en
la espectrometria de masas. Del extracto hexanico se aislaron y caracterizaron el
triterpeno: Lup-20(29)-eno, cuya formula molecular es CsoHso, ademas de una mezcla 3-
sitosterol y estigmasterol. El triterpeno aislado, se reporta por primera vez para esta
especie. Las propiedades ecoldgicas que el musgo posee, ha despertado el interés por
llevar a cabo el estudio fitoquimico de las briéfitas.

Palabras Clave: Fitoquimica, Pilotrichella, Musgos, Triterpeno

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Cinthia Mejia Lara
Director de Tesis: Dr. Holber Zuleta Prada

3l1|Péagina



PHYTOCHEMICAL STUDY OF Pilotrichella flexilis

3.2 Abstract

The natural products or secondary metabolites represent a core part in the study of
organic chemistry, in fact, the origins of this science may be partly related to the interest
in knowing the chemical composition of plants. In the present work, the main objective
consisted in the search of new secondary metabolites of the hexane extract of P. flexilis,
to contribute to the phytochemical knowledge of the species. The isolation and purification
of the secondary metabolites of the hexanic extract was carried out by CC and CCD, the
assignment of the chemical structure was based on the spectroscopic techniques of IR,
1H and 13C NMR, DEPT, COZY HMBC, HSQC and in the spectrometry of masses. From
the hexanic extract, triterpene was isolated and characterized: Lup-20 (29) -eno, whose
molecular formula was C30H50, in addition to a mixture of B-sitosterol and stigmasterol.
Isolated triterpene, is reported for the first time for this species of moss. The ecological
properties that the moss possesses, has awakened the interest to carry out the
phytochemical study of the bryophytes.Key word: Phytochemestry, Pilotrichella, Moss,

Triterpene

Thesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Cinthia Mejia Lara
Advisor: Dr. Holber Zuleta Prada
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3.3 Introduccioén

La demanda de nuevos compuestos bio-activos que contribuyan al tratamiento de
enfermedades, ha estimulado una busqueda continua de compuestos derivados de
plantas. Muchos de estos compuestos obtenidos en afios recientes, han servido de base
a la industria farmacéutica, para desarrollar nuevas moléculas farmacologicamente

activas.

Ante esta demanda, los bridfitas son candidatos atractivos para la busqueda de
nuevos compuestos. Hay 23 000 especies taxonémicamente descritas de bridfitas, pero
s6lo un porcentaje de este grupo de diminutas plantas fotosintetizadores terrestres y
formadoras de esporas verdes han sido estudiadas quimicamente desde 1903, existen
cerca de mil referencias disponibles. Un excelente review aportado por Asakawa y
Ludwiczuk (2017) es un ejemplo de la cantidad de compuestos con bioactividad aislados
de bridfitas, entre los bribfitas, las hepaticas son estudiados mas exhaustivamente en
términos de la quimica y la biologia molecular que los otros dos phyla, los musgos y
antoceros. Los ultimos organismos carecen de los cuerpos de aceite, al contrario de las
hepaticas, de las cuales se han aislado mas de 1000 metabolitos secundarios. Algunos
musgos producen la vitamina B2 y muchos tipos de acidos grasos insaturados y lipidos
(triglicéridos). Asi, otras estrategias se han enfocado en metabolitos secundarios que
podrian aplicarse a las dietas de bovinos y cultivo de peces. Los metabolitos de hepaticas
tienen un uso potencial de drogas porque poseen algunos compuestos biolégicamente
importantes. En los ultimos afios los musgos han sido estudiados, logrando aislar
compuestos de diferentes grupos (Terpenos, Flavonoides), postulandolos como plantas

posibles para la obtencién de compuestos de interés (bioactivos) (Geiger, 1990)

La mayor dificultad por la cual estas especies no se han estudiado en intensidad
se debe a su pequefio tamafio y problemas de identificacion. recientemente se han
publicado trabajos sobresalientes en identificacion, caracterizacion de metabolitos
secundarios de musgos, ademas de su evaluacion de bioactividad de un gran niamero de

compuestos bioldgicamente activos (Asakawa & Ludwiczuk, 2017).
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La distribucion de los musgos (Bryophyta) es amplia, incluye una gran variedad de
hébitats. Son principalmente usados en propdsitos domeésticos, horticultura, productos
farmacéuticos y como indicadores de buenas condiciones ambientales, también son
ecologicamente significativos. Estudios han demostrado la amplia variedad de
compuestos que poseen los musgos, terpenoides, flavonoides, lignanos, lipidos,
esteroles polyfenoles, las investigacibnes sugieren que poseen compuestos
prometedores o de interés especifico esto motiva a seguir en el estudio fitoquimico en
este grupo de plantas para lograr el aislamiento de compuestos aun no registrados en
ellos. A pesar de que ya existe un estudio fitoquimico de P. flexilis (Brinkmeier et al.,
2000). Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue analizar el extracto hexanico de P.

flexilis y lograr aislar compuestos de interés no registrados en la especie.
3.4 Materiales y Métodos

3.4.1 Obtencién del material vegetal

El material fue colectado en la localidad “La Mojonera” municipio de Zacualtipan de
Angeles, Estado de Hidalgo, durante el mes de septiembre de 2016, en las coordenadas
geograficas: 20° 38’ 0.33” N, 98°35’51.8” E. A una altitud que oscila entre los 1,780-1,950
msnm. El material fue identificado como P. flexilis (Anexo 1) por la Biol. Cinthia Mejia
Lara. Un ejemplar fue depositado en el Herbario de Preparatoria Agricola en la

Universidad Autonoma Chapingo (UACh) Numero de registro 34591).

3.4.2 Preparacion de extractos

El material se dejo secar, y se retird toda basura posible, se pulveriz6 mecanicamente
mediante un procesador “Nutribuller”. Obteniéndose 211 g de material seco, se le
adicionaron 1.5 litros de metanol y se dejo macerar por tres dias, se decanto el metanol
y se concentré en un evaporador rotatorio, esta misma operacion se repitié cuatro veces
para obtener el extracto metandlico. El extracto libre metanol fue sometido a particiones
liguido-ligido (Fig. 3.1). Primero el extracto metandlico se redisolvio una mezcla de
metanol-agua (3:2 v/v), posteriormente el metanol se evaporé y a la mezcla resultante y

la fraccién remanente se le agrego hexano, que se adicioné por 4 veces mas.
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PREPARACION DE EXTRACTOS ]

RECOLECCION, SECADO Y MOLIENDA DEL
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Figura 3.1 Esquema general de particion del extracto metanolico.
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3.4.3 Aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios

El estudio se inicio con el extracto hexanico, el cual se fracciondé mediante cromatografia
por columna a gravedad empacada con gel de silice 60 (0.040-0.063mm., malla 230-400
ASTM) como fase estacionaria. Se eluyd inicialmente con hexano y se aumento la
polaridad con acetato de etilo en una proporcién 1:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1. Se colectaron
fracciones de 30 mL. Se dejaron evaporar, cada una de ellas y se evalud el perfil
cromatografico por cromatografia de capa delgada (CCD) en cromatoplacas de gel de
silice 60. Se usaron como reveladores, luz ultravioleta en lampara UV Mineral Light, acido

fosfomolibdico (calentamiento de cromoplacas).

3.4.4 Andlisis espectroscopico de los productos aislados

Los espectros Resonancia Magnética Nuclear de protén y carbono (*H RMN y 13 C RMN)
se determinaron mediante un espectrometro a 400 MHz modelo 400 MR DD2 Agilent y
usando cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente, y tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. El desplazamiento quimico se reportd en escala delta (&) en unidades
por partes por millén (pmm) y las constantes de acomplamiento (J) estan dadas en Hertz

(Hz). Los espectros de infrarrojo se tomaron en un equipo IR Cary630 Agilent.

Se obtuvo 5.2 g del extracto hexanico lo que corresponde al 2.46% del rendimiento con
respecto al peso de la muestra seca del material vegetal. En total se obtuvieron 1023
fracciones. De las fracciones 1-64 eluidas con hexano al 100 %, después de purificar por
cromatografia de columna flash (CCF), se obtuvo el hidrocarburo tipo triterpeno Lup-
20(29)-eno (1), como solido amorfo de color blanco. De las fracciones 28-60 eluidas con
mezcla hexano-acetato de etilo (95-5) se obtuvieron los esteroles B-sitosterol (2) y
estigmasterol (3) (Fig. 3.2). Estos compuestos se identificaron de acuerdo con sus datos

espectroscopicos, CCD, y por comparacion con los datos de la literatura.
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Lup-20(29)-eno Estigmasterol B-sitosterol

Figura 3.2 Compuestos aislados del extracto hexanico P. flexilis

3.4.5 Caracterizacion completa del Lup-20(29)-eno (1)

El compuesto (1) (Fig. 3.3) reportado en este trabajo se identificd por el analisis de los
datos obtenidos en los espectros de IR, RMN 'H, RMN 13C. Complementado con los datos
espectroscopicos de DEPT, COSY HMBC, HSQC y EM. Es importante, resaltar que se
hicieron experimentos de deteccién directa de 13C RMN cuantitativos, variando el tiempo
de relajacion longitudinal de toda la serie, ademas de los tiempos de adquisicion y otros
pardmetros de adquisicion. Por otro lado, la asignacién completa de las sefiales en los
espectros mono y bidimensionales, se soport6 en el uso de sistemas de procesamiento
de datos NMRPIPE, Sparky y TOPSPIN version 3.1.
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Figura 3.3 Estructura propuesta para el compuesto 1

En el espectro de RMN 'H (Fig. 3.4) las sefiales importantes corresponden a : & 1.72
(3H), para Is protenes del metilo sobre un doble enlace; otro desplazamiento es & 2.65
(1H, ddd, J = 8.0, 6.3, 4.7 Hz) la sefal es de un hidrogeno terciario, que esta sobre un
carbono terciario, e integra para 1H , 6 4.95-4.97 (2H, 4.96 (d, J = 1.3 Hz), 4.96 (d, J =
1.3 Hz)) caracteristica de un metileno (CHz) de un doble enlace. Los protones que estan
entre © 0.89-1.56 son sefiales de CH2 y CH de varios protones de los ciclos, ademas de
cinco metilos terciarios © 0.69, 6 0.76, © 0.81, 6 0.91, © 0.92.
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Los espectros de RMN 3C y DEPT (Fig. 3.5) indican que el compuesto tiene 11
metilenos en su estructura (6110.03, 641.86, 840.27, 633.59, 833.21, 629.68,
027.35, 623.95, 621.63, 620.87, 618.67), cinco carbonos metinos (656.07, 854.85,
050.34, 849.40, 0546.44) siete carbonos cuaternarios (06148.74, 544.76, 642.07,
042.03, 842.03, 541.86, & 37.36), y siete metilos (6 33.38, & 24.99, 621.56, 616.71,

016.66, ©616.04, 815.81) Mediante este analisis se comprueba que la férmula

molecular del compuesto es CsoHso.

Para confirmar la asignacion de los atomos de carbono e hidrogeno se realizo un

analisis detallado por expermentos Bidimensionales Tabla 3.1 (anexos).

Cuadro 3.1 Datos de RMN H (400 MHz) y 13C (100 MHz) del Lupeno

No HSQC HMBC (:3C-1H)
5 (C) 5 (H)

C-1 402t 1.07 (m), 1.48 (m) CH2(2), Me (25)
c-2 27.31 1.89 (m), 1.58 (m)

c-3 46.4 1 1.62 (m) H-5, Me(23), C-24
c-4 44.7s Me(23), CH2-3, C-24
C-5 54.8 d 1.45 (1H, m) Me(23), C-24
C-6 18.6t 1.82 (m), 1.61 (m) CH2(7)

c-7 40.2 t 1.64 (m), 1.35 (m)

c-8 42.0's CH(9), Me(26), Me(27)
c-9 56.0 d 1.38 (1H,d, J=11.2 Hz) Me(27)
c-10 37.3s
c-11 20.8 t 1.41 (m), 1.21 (m)
c-12 23.9t 1.06 (m), 1.62 (m)
c-13 39.90 d 1.64 (1H.ddd, J=11.2, 11.2, 2.8 Hz) Me(26), Me(27)
C-14 41.8's
c-15 29.6 1 1.02 (m), 1.6 (m)
C-16 33.2t 1.46 (m)
c-17 334s Me(28)
c-18 49.4 d 1.44 Me(25)
c-19 50.3 d 2.38 (1H, ddd, J=11.2, 11.2, 3.6 Hz) C(20), Me(30)
C-20 148.7s Me(30)
c-21 33.3t 1.38 (m), 1.98 (m)
c-22 2151 1.17 (m), 1.37 (m)
c-23 33.3¢ 1.34 (3H, s) CH(5)
C-24 215q CH2(3), CH(5), Me(23)
C-25 15.8 q 0.77 (3H, s) CH2(1)
C-26 16.0 q 1.04 (3H, s) CH(9), CH2(7)
c-27 16.7 q 0.96 (3H, s) CH2(15)
c-28 16.6 q 0.79 (3H, s) CH2(16), CH2(22)
C-29 110.0t 4.57 (1H, brs, J=2.0 Hz), 469 (1H, brs, Me(30), CH(19)

J=2.0 Hz)

C-30 21.6 g 1.75 (3H, s) CH-19, CH2-29
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El espectro de masas, para el compuesto (1) muestra un ion molecular 410 m/z

analizado para la formula molecular CsoHso (Fig 3.5). Aunque se han reportado el

aislamiento de diversos metabolitos en estas especies, es la primera vez que se

reporta este derivado de lupeno en esta especie.
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Figura 3.6 Espectros de Masas de Lup-20(29)-eno

3.4.6 B-sitosterol y Estigmasterol

De las fracciones 212-260 (95:5-Hex-AcO) de la columna original, se hizo una

segunda separacion cromatografica que permitio la purificacion de un sélido blanco

cristalino en las fracciones 28-60, en la mezcla de elucién hexano-AcOEt 95:5, cuyo

Rf fue de: 0.54. El solido se comparo por cromatografia en capa fina con una

muestra aislada e identificada ya en laboratorio (Fig. 3.6) el perfil cromatografico de

las fracciones coincidié con la referencia aislada anteriormente. Para confirmar se

analizaron las sefiales del espectro de RMN 1H. En el espectro RMN H (Fig. 3.7)
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se observo un perfil caracteristico para esteroides. Las sefiales desplazadas en el
espectro de RMN !H se asocian a la presencia de seis metilos: 51.01 singulete (3H,
CHS3, H-19), 8 0.92 doblete (3H, CH3, J=6.4 Hz, H-21), dos sehales a  0.86 doblete,
pero que integra con J=0 Hz para dos hidrogenos se deduce que se trata de dos
singuletes superpuestos (6H, 2CH3, H-26 y H-27), & 0.82 triplete (3H, H29) y 6 0.68
singulete (3H, H-18) El proton del carbono enlazado a un grupo carboxilico resuena
en © 3.52 (1H, ddd, J=15.4, 10.5, 4.8 Hz) que corresponde al protén de un carbono
enlazado al grupo hidroxilo, esta es una sefial caracteristica para el hidrogeno
ubicado en posicion 3 del anillo esteroidal, que de acuerdo a las constantes de
acoplamiento permite ubicar el grupo hidroxilo en posicion B. Las sehales en 85.02
(1H, dd, J=15.2, 8.4 Hz) y 65.16 (1H, dd, J=15.2, 8.5 Hz) son caracteristicas para

los protones vinilicos sobre C-22 y C-23 del estigmasterol.

Otra senal caracteristica para los esteroles es la observada en el espectro en 85.35
(1H, d, J=4.9 Hz) correspondiente al proton oleofinico en posicion 6 del nucleo

esteroidal.

Con esta informacion se dedujo que el compuesto correspondia a un esterol.
Considerando, el perfil espectroscépico del grupo vinilico y el carbono base de
oxigeno se toma en cuenta que son caracteristicos de triterpenos de tipo lupano.
Se compararon los datos obtenidos por RMN H con los informados previamente en
la literatura para -sitosterol y estigmasterol. (Patifio, Prieto, Lozano, Lesmes, &
Cuca, 2011). Se observaron que los datos espectrales experimentales coinciden
con los datos espectrales de la literatura para el B-sitosterol y para el estigmasterol,
por lo que se revisé estudios anteriores sobre esteroles extraidos de plantas y se
observé que el B-sitosterol y el estigmasterol son isémeros que comunmente se
encuentran en mezcla en la naturaleza y son muy dificiles de separar (Chaturvedula
& Prakash, 2012).
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Figura 3.7 CCD de la mezcla -sitosterol y estigmasterol
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Figura 3.8 Espectro *H RMN de B-sitosterol

Cabe mencionar que no se profundizaréa en el andlisis del espectro del, carbono 3C

RMN para el p--sitosterol dado que ya es una estructura conocida y con muchos
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estudios de este tipo. Por lo tanto, con los datos de punto de fusién, Rf y 'H RMN,
se considera suficiente para no tener duda de la estructura propuesta.

Los triterpenos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
encontrandolos en diferentes partes de las plantas, ademas se les atribuyen

actividades biologicas (Dewick, 2002).

En las bridfitas los terpenoides son bien representados se distribuyen en los tres
grupos y existe por lo menos un compuesto perteneciente a las diferentes clases de
terpenoides que se conocen como: Monoterpenos, Sesquiterpenos, Diterpenos,
Triterpenos, Esteroides y Tetraterpenos. Existen reportes de compuestos aislados
en P. flexilis de tipo biblfavonoide, en la presente investigacion se reportan tres
compuestos entre ellos un triterpeno (Lup-(20)(29)-eno), aunque este compuesto es
el primer registro para el grupo y sobre todo la especie no es de extrafiarse pues
los triterpenos se encunetran en especies de las tres clases de bridfitas, se registran
aproximadamente 40 triterpenos conocidos en bridfitas distribuidos solamente 20

en musgos (Mues, 2000).

Los triterpenos mas representativos aislados en musgos son: diplopteno, 22-hidroxi-
29-metilhopanoato, 20-hidroxi-22(29)-hopeno, 22(30)-hopeno-29-oico acido,
adianton, tetrahimenol, asi como el betulin (20(29)-lupen-3p, 28-diol) aislado de
Pellia epiphylla y Lepidozia reptans (Grammes, Burkhardt, & Becker, 1994,
Asakawa, 1995; Sanders, 1996; Cullmann & Becker, 1998) este ultimo es el

compuesto mas parecido a el Lup-(20)(29)-eno aislado de P. flexilis.

Otro grupo de los terpenos son los esteroides, los principales fitoesteroides como el
campesterol, sitosterol y estigmasterol son encontrados en la mayoria de las
bridfitas (Mues, 2000), en P. flexilis se logré aislar la mezcla de fitosteroles [3-
sitosterol y Estigmasterol, se conoce que ambos compuestos poseen actividades
biolégicas importantes como actividades antimicotica, antibacteriana,
antihierlipopreteinemica, asi como inhibidores de lineas celulares de tumores in vitro
e in vivo. El estigmasterol ha demostrado tener propiedades inhibitorias en tumores
en carcinogénesis ademas también se ha mostrado una marcada inhibicién sobre

la transcriptasa reversa del VIH (Marin, Porto, Alarcon, & Lavin, 2008). Por lo tanto,
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la presencia de estos esteroles en P. flexilis es de una relevante importancia desde

el punto de vista farmacologico.
3.5 Conclusiones

El extracto hexanico de P. flexilis, contiene Lup-20(29)-eno (1), Estigmasterol (2) y
B-sitosterol (3). En el caso del lupeno, la asignacion fue posible por la
implementacion de experimentos en la adquisicion de datos de RMN y el uso de
programas de asignacion como herramienta novedosa en la caracterizacion de

estructuras de alta complejidad como lo es el caso del Lup20(29)-eno.
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4. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE
CUATRO EXTRACTOS DE Pilotrichella flexilis (Hedw.)
Angstr.

4.1 Resumen

Los organismos estan expuestos a eventos que generan una oxidacién que produce
una reaccion en cadena causando dafios en diversos sistemas, entre los productos
naturales existen compuestos que actian como antioxidantes por lo que en el
presente trabajo se dan a conocer los resultados del estudio de capacidad
antioxidante de Pilotrichella flexilis una especie que pertenece a los musgos
(Bryophyta). La colecta de P. flexilis, se hizo en la localidad de La mojonera,
Zacualtipan de Angeles, Hidalgo. La capacidad antioxidante de cuatro extractos de
diferente polaridad de P. flexilis se determind mediante la cuantificacion de fenoles
y flavonoides, utilizando &cido gélico y catequina como referencia, respectivamente.
Asimismo se evalu6 la capacidad antioxidante por los ensayos estandarizados
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) y
ABTS (2,2’-azino-bis(3 etilbenzotiazolina-6-sulfonico]) adecuados a microplacas.
Los resultados demostraron que el extracto de acetato de etilo present6 el mayor
contenido de fenoles y flavonoides totales (274 + 19.00, 104.45 + 0.47,mg EAG/Qext
y mg EC/gex;, respectivamente) asi como la mayor capacidad antioxidante por los
tres ensayos DPPH, FRAP, ABTS (765.94 + 31.95, 331.01 + 22.52y 832.01 +£ 21.37
umol ET/gext, respectivamente) ademas se encontré que la concentracion de
extracto de AcOEt que inhibe el 50 % del radical libre DPPH (Clso) fue 0.028 mg/mL.
Los resultados obtenidos muestran que la especie contienen compuestos que
pueden ser utilizados como posibles antioxidantes naturales.

Palabras Clave: Musgos, capacidad antioxidante, Fenoles Totales, Pilotrichella

felxilis

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Cinthia Mejia Lara
Director de Tesis: Dr. Holber Zuleta Prada
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY OF FOUR
EXTRACTS OF Pilotrichella flexilis (Hedw.) Angstr.

4.2 Abstract

The organisms are exposed to events that generate an oxidation that produces a
chain reaction causing damage in various systems, among the natural products
there are compounds that act as antioxidants, so in this work the results of the study
of antioxidant capacity are made known. of Pilotrichella flexilis a species belonging
to mosses (Bryophyta). The P. flexilis collection was made in the town of La
Mojonera, Zacualtipan de Angeles, Hidalgo. The antioxidant capacity of four extracts
of different polarity of P. flexilis was determined by quantification of phenols and
flavonoids, using gallic acid and catechin as a reference, respectively. Likewise, the
antioxidant capacity was evaluated by standardized assays DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), FRAP (Ferric Reducing / Antioxidant Power) and ABTS (2,2'-azino-
bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) ) suitable for microplates The results
showed that the ethyl acetate extract had the highest total phenol and flavonoid
content (274 + 19.00, 104.45 + 0.47, mg EAG / gext and mg EC / gext respectively)
as well as the highest antioxidant capacity by the three tests DPPH, FRAP, ABTS
(765.94 £ 31.95, 331.01 £ 22.52 and 832.01 + 21.37 ymol ET / gext, respectively) it
was also found that the concentration of ACOEt extract that inhibits 50% of the free
radical DPPH (ICso) was 0.028 mg / mL The results obtained show that the species
contains compounds that can be used as possible natural antioxidants.

Key word: Moss, antioxidant activitie, Phenols Total, Pilotrichella felxilis

Thesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Cinthia Mejia Lara
Advisor: Dr. Holber Zuleta Prada
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4.3 Introduccion

Las plantas son un recurso de un amplio grupo de metabolitos secundarios, los
diferentes grupos taxonémicos difieren dentro de sus compuestos, las bridfitas por
sus caracteristicas primitivas y las presiones ambientales a las que se exponen, son
estimulados para sintetizar compuestos para su proteccion contra patdgenos como
las bacterias y factores abidticos como la desecacion, ante esto es necesaria su
proteccion antioxidante (Goffinet et al., 2009). Este grupo de plantas posee una
fuerte maquinaria de compuestos antioxidantes que les ayuda a hacer frente a los
extremos climas y tensiones. En México, aunque los briofitos sean plantas muy
comunes, sus propiedades no han sido completamente explotadas con fines

medicinales importantes.

Los organismos estan expuestos a un conjunto de radicales libres que tienen la
capacidad de producir dafios oxidativos, a estos se les denomina Especies
Reactivas del Oxigeno (ERO). Estos tienen origenes distintos, desde mitocondrial
hasta factores exdgenos (ionizacion, contaminacion, estrés). Estas especies se
forman de manera natural como producto del metabolismo del oxigeno, tienen un
rol importante en las sefiales celulares. Las especies reactivas de oxigeno (ERO)
no se pueden evitar pues son producto del metabolismo celular. Algunas por
mencionar o las mas comunes incluyen peroxido de hidrogeno (H202), el ion
superoxido (O72), radicales hidroxilo ((OH), 6xido nitrico y el anién peroxinitrilo
(ONOO). Estas especies son causantes del estrés oxidativo, fenémeno que esta
asociado con el desarrollo de enfermedades como cancer, enfermedades. Por lo
tanto los organismos desarrollan defensas para poder contrarrestrar los dafios que
las ERO provocan a nivel celular, como posibles esta la sintesis de compuestos

para la proteccién misma como los compuestos fendlicos (Gill & Tuteja, 2010).

Los componentes fendlicos constituyen uno de los grupos presentes en el reino
vegetal. Dentro de la clasificacibn general se encuentran los fenoles, acidos
fendlicos y flavonoides, que constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas
consideradas metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras

quimicas y propiedades (Cheynier, Comte, Davies, Lattanzio, & Martens, 2013).
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Estos compuestos absorben radiacion en la region UV del espectro
electromagnético protegiendo de la radiacion solar a los tejidos vegetales méas
sensibles. Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo aromatico unido
por lo menos a un grupo oxhidrilo (Bedascarrasbure, Maldonado, Alvarez, &
Rodriguez, 2004). Mientras que los flavonoides estdn conformados por una
estructura basica que consiste en 2 anillos bencénicos en los extremos de la
molécula, unidos por un anillo de 3 atomos de carbono a la que se le pueden
adicionar grupos tales como oxhidrilos, metilos, azucares, etc., generandose de esta
manera diferentes tipos de flavonoides tales como flavonoles, flavanonas, flavonas,

catequinas, antocianinas e isoflavonoides (Bedascarrasbure et al., 2004).

Para determinar la capacidad antioxidante existen diversos métodos que prueban
dicho fendbmeno en los extractos vegetales los mas comunes son DPPHy FRAP El
ensayo ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio) se basa
en la capacidad para atrapar radicales presentes en el medio. El radical catiénico
de color verde azulado ABTSe+ se genera por la interaccién del ABTS con persulfato
de potasio. El radical ABTS++ es un compuesto estable y soluble en metanol. Por lo
tanto, se evalla la capacidad antioxidante de la muestra en funcion de la habilidad

para disminuir la concentracion del radical (Re et al., 1999).

DPPH-« se caracteriza por ser un radical libre estable, que en disolucién metandlica
presenta un color violeta intenso con una fuerte absorcién a 515 nm. Cuando la
solucion de DPPH+ se mezcla con una sustancia que puede donar un atomo de
hidrogeno (antioxidante), reduce al radical DPPH+ con la pérdida del color violeta,
el cual es estequiométrico con respecto al numero de electrones que capture,

tornandose de violeta a un amarillo palido (Molyneux, 2004).

El ensayo FRAP fue desarrollado originalmente por Benzie & Strain (1996) para
medir el poder reductor en muestras de plasma, sin embargo, también se ha
adaptado y utilizado para el ensayo de antioxidantes en productos botanicos (Drake
et al., 2014). La reaccion mide la reduccién del complejo férrico-2,4,6,tripiridil-s-
triazina (TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe3+ - TPTZ) se reduce a ién ferroso a

bajo pH, causando la formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado
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(Fe2+ - TPTZ), que absorbe a una longitud de onda de 593 nm(Magalhaes,
Segundo, Reis, & Lima, 2008) .

En los ultimos afios la demanda de nuevos compuestos con actividad antioxidante,
ha estimulado una busqueda continua de compuestos derivados de plantas. Por lo
tanto, el desarrollo de antioxidantes eficaces de origen natural es de gran interés.
Investigaciones farmacologicas recientes de briéfitas (musgos) han probado que los
principios activos presentes en estas plantas son absolutamente Unicos y tienen
usos terapéuticos potenciales como antimicrobianos, antioxidantes, antitumorales,
antidotales, antipiréticos, diuréticos y antisépticos, entre otras (Asakawa &
Ludwiczuk, 2017).

En este trabajo se ha analizado por primera vez, la actividad antioxidante de cuatro
extractos (hexanico, metandlico, acetato de etilo y acuoso) del musgo Pilotrichella
flexilis, colectado en un bosque de Fagus, en el estado de Hidalgo y los datos han
indicado su potencialidad para ser utilizado como una posible fuente para el

desarrollo de antioxidantes.

4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Equipo

La medicion de absorbancias para cuantificar fenoles totales y flavonoides totales,
asi como la evaluacion de la capacidad antioxidante, se llevé a cabo en un lector de
microplacas equipado con bombas de inyeccion automatica y el software de analisis
de datos Gen5TMdata (Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA).

4.4.2 Reactivos

Reactivo de Folin-Ciocalteu, &cido gélico, Na:COs, 2,2-Difenyl-1-picrilhydrazilo
(DPPH), 6-hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchomane-2-carboxylic acid (Trolox), nitrito de
sodio al 5%, cloruro de aluminio hexahidratado, hidroxido de sodio al 5%, catequina,
[2,2-azinobis (3-ethyl- benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS),

persulfato de sodio, acetato de sodio trihidratado, 2,4,6 Tripiridil-s triazina (TPTZ),
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acido clorhidrico (HCI) y el cloruro férrico hexahidratado FeCl3-6H20 20mM (Iron
(111), fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

4.4.3 Material Vegetal

El material identificado como P. flexilis se colecté en la localidad “La Mojonera”
municipio de Zacualtipan de Angeles, Estado de Hidalgo, durante el mes de
septiembre de 2016, en las coordenadas geograficas: 20° 38’ 0.33” N, 98°35'51.8”
E. A una altitud que oscila entre los 1,780-1,950 msnm. Un ejemplar fue depositado
en el Herbario del departamento de Preparatoria Agricola, Area de Biologia en la
Universidad Autdbnoma Chapingo (UACh) No0.34591. El material seco se pulverizé
mecanicamente mediante un procesador “Nutribuller”, se le adicionaron 1.5 litros de
metanol y se dejé macerar por tres dias, se decant6 el metanol y se concentrd en
un evaporador rotatorio, esta misma operacion se repitié cuatro veces para obtener
el extracto metandlico. El extracto obtenido de la maceracion se llevo a sequedad.
El extracto de metanol se le hizo particion, adicionando mezcla de metanol-agua
(3:2) para diluir, se evaporé el metanol y a la fraccidbn remanente se le agrego
hexano, que se adicion6 por 4 veces mas. De igual manera se le agregé acetato de
etilo para finalmente obtener los cuatro extractos, Acuoso, metanol, acetato de etilo

y hexano.

4.4.4 Actividad Antioxidante

Los extractos se diluyeron a una concentracién adecuada de acuerdo con cada una
de las pruebas aplicadas (CFT, FT, DPPH, ABTS, FRAP), de tal manera que se
obtuviesen datos dentro del intervalo de cada una de las curvas de calibracion.

Contenido de Fenoles Totales (CFT)

Los fenoles totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu adaptado
a microplacas (Singleton & Rossi, 1965). En una microplaca de 96 pozos se
mezclaron, en cada pozo, el extracto a evaluar (25 pL), agua destilada (125 pL) y
reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10) (20 pL) y Na2COs al 20 % (30 pL). La mezcla de
reaccion se agité y se dejo reposar durante 30 min en ausencia de luz, las

absorbancias frente al blanco fueron medidas a 765 nm. Por otro lado, se prepard
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una curva de calibracién en un rango de concentracién de 0.001 a 0.01 mg mL™
de acido gélico. La ecuacion obtenida de la curva fue utilizada para determinar la
concentracion de fenoles totales en la muestra. Los resultados fueron expresados

como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg EAG/gext).

Flavonoides Totales (FT)

El contenido de flavonoides fue determinado por el método de Kubola &
Siriamornpun (2011). En un tubo falcon se mezclaron 0.5 mL del extracto, 2.5 mL
de agua destilada, 0.15 mL de NaNO: al 5 %, después de 6 minutos se adicionaron
0.3 mL de AICI36H20. La mezcla se dejo reposar durante 5 min y enseguida se
agrego 1 mL de NaOH (5 %); las muestras fueron agitadas en vortex (3,000 rpm, 3
min). Finalmente se transfirieron 200 pL de cada muestra a los pozos de la
microplaca y se midi6 la absorbancia a 510 nm.. Por otro lado se prepar6 una curva
de calibracion de catequina en el rango de concentraciones 5 a 29.5 ug de
catequina / mL. Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de

catequina por gramo de extracto (mg EC/gext).

Ensayo de decoloracion del cation radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

La actividad antioxidante de los extractos se evalu6 de acuerdo con la metodologia
de Cheng, Moore, & Yu (2006) adaptado a microplacas. En los pozos de una
microplaca fueron mezclados 200 pL de una serie de diluciones de los extractos a
diferentes concentraciones y 50 pL de disolucion de DPPH (0.099 mM). Como
blanco se empleé metanol al 80 % (250 uL) y como control una mezcla de metanol
al 80 % (200 pL) y DPPH 0.099 mM (50 uL). La curva estandar de Trolox se preparé
a concentraciones entre 7.37 y 34.51 pM. La microplaca fue agitada y conservada
en oscuridad durante 30 min y las absorbancias se midieron a 515 nm. El porcentaje
de DPPH degradado fue determinado de acuerdo a la siguiente ecuaciéon. Los
resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de

extracto (umol ET/gext).
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Amuestra - Ablanco

% DPPH" gogragaco = (1 - ) x 100

Acontrol - Ablanco
Donde Amuestra, Ablanco, Acontrol Fepresenta la absorbancia del antioxidante de

referencia o de la muestra, blanco y el control.

El porcentaje de reduccion del DPPH fue graficado contra las concentraciones de
las muestras y la concentracion inhibitoria 50 (Clso) fue calculada de la ecuacién de
regresion obtenida. Las determinaciones fueron llevadas a cabo por cuadruplicado.

Ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

El ensayo FRAP se llevé a cabo de acuerdo con el método de Benzie & Strain (1996)
adaptado a microplacas. Se prepararon las siguientes disoluciones: buffer pH 3.6
(4.624 g de C2H3NaO23H20 y 18.2 mL C2H402), TPTZ (2, 4, 6 Tripiridil-s-triazina)
10 mM en HCI 40 mM vy disolucion FeCl33H20 20 mM. La disolucion FRAP fue
preparada al momento de su uso mezclando en proporcién 10:1:1 la solucién buffer,
solucion TPTZ y FeCl3:3H20. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL de
extracto o de la curva de Trolox, 180 pL de la disolucion FRAP y 60 pL de agua
destilada, como blanco fueron inyectados 200 pL de la disolucion FRAP y 60 pL de
agua destilada,. Después de 30 s se midi6 la absorbancia a 595 nm. . El intervalo
de concentraciones de la curva de calibracion de Trolox fue de 3.8-46.1 uM.. Los
resultaos se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de

extracto (umol ET/gext).

Ensayo de decoloracion con el radical catibnico ABTS'* (2,2-azino-bis(3
etilbenzotiazolina-6-sulfonico])

Se empled6 el método de Re et al. (1999), adaptado a microplacas. La disolucién
ABTSe«* se genero por la reaccion entre una disolucion de ABTS (40.6 mg ABTS/10
10 mL de agua destilada) y una disolucion de persulfato de potasio (15.47 mg/ 25
mL de agua destilada). La mezcla de dichas disoluciones en una proporcién 1:1, se
dejo reposar durante 16 h. Posteriormente se tomo una alicuota de 600 uL y se
afor6 a 10 mL con metanol 80%. Una alicuota de cada extracto (20 uL) fue mezclada

con la disolucion ABTS™* (180 uL). La curva de referencia se construy6 con el
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reactivo Trolox en un rango de 4.99-59.30 yM. La mezcla de reaccion se dejo
reposar durante 10 min protegida de la luz. La lectura de las absorbancias se hizo
a 734 nm. Se utilizé como blanco 200 uL de reactivo de ABTS. Los resultados se
expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto (umol
ET/gext).

4.45 Analisis estadistico

Las datos obtenidos en las diferentes pruebas de cuantificacion de Fenoles y
Flavonoides Totales asi como para la capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y
FRAP), se analizaron con independencia entre los extractos y se contrastaron con
una prueba no paramétrica ANOVA de Kuskall-Wallis debido a que no se ajustaron
a la normalidad. Los experimentos se llevaron a cabo usando un bloque de disefio
al azar. Dentro de cada bloque cada tratamiento se hizo por triplicado Estos analisis
se llevaron a cabo con el programa STATISTICA v.10 (StatSoft, 2011).

4.5 Resultados y Discusién

CFTyFT

Los resultados de los ensayos colorimétricos basados en los valores de absorbancia
demostraron que existen diferencias significativas en la concentraciéon de Fenoles
Totales entre los extractos de P. flexilis de diferente polaridad (N =48, gl =3, H =
44.08, p <0.001, Figura 4.1). El contenido de fenoles totalesmas alto fue encontrado
en los extractos de acetato de etilo (274.46 £ 19 mg EAG ext) y metanol (162.02 +
7.56 mg EAG/gext). En los extractos acuoso y hexanico el contenido fenolico fue
significativamente inferior (4.87 £ 0.33y 23.47 £ 1.51 mg EAG/gext). En la prueba de
flavonoides totales, solo tres extractos presentaron resultados positivos, ver Cuadro
4.1. El extracto de acetato de etilo también mostré el mayor contenido de
Flavonoides Totales (104.45 ¢ = 3.47 mg EC/gex).
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Cuadro 4.1 Cuantificacién de la capacidad antioxidante con respecto a las pruebas

Extracto CTF FT ABTS DPPH FRAP
(mg EAG/gext) (mg EC/gext) (umol ET/gext) (umol ET/gext) (umol ET/gext)
Acuoso 4.87a+0.34 414a+0.06 23.46a+1.30 10.99 a £ 0.52 6.30a+0.71

Metanol 162.02 b +7.56 89.23b+2.31 430.31b+21.93 536.28 b +56.63 193.07b+16.32
AcEtO 27446 c + 19 104.45c+3.47 832.01c+21.37 76594c+31.95 331.01c+21.56
Hexano 2347d+1.51 89.21d +6.51 37.68d £6.10 37.87d+214

Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente diferentes de acuerdo a la
prueba de Kruskal-Wallis (P<0.01). () Desviacion estandar.

Los compuestos bioactivos encontrados en los musgos tienen diferente origen
biosintético y son fendlicos, terpenoides y constituyentes volatiles (Saritas et al.,
2001; Basile et al.,, 2011). Estos metabolitos secundarios influyen en diversas
funciones dentro de la planta, como la asimilacién de nutrientes, sintesis proteica,
la actividad enzimatica, la fotosintesis, la alelopatia etc. (Stalikas, 2007; Khoddami,
Wilkes, & Roberts, 2013).

Aunque la constitucion quimica de P. flexilis no ha sido estudiada, en otras
especies de musgos como Atrichum, Dicranum, Mnium, Polytrichum y Sphagnum
sp, se han aislado polifenoles (Vladimir. Chobot et al., 2006). En los bosques de
Fagus, lugar de colecta de P. flexilis, el clima es templado himedo y la exposicion
a las radiaciones radiaciones UV es minima, por lo tanto la produccion de
compuestos fendlicos podria estar asociada a las variaciones de temperatura a lo
largo del afio (-10 a 12 °C ) (Rodriguez-Ramirez, Sanchez-Gonzélez, & Angeles-
Pérez, 2013)

La influencia de la polaridad en los disolventes para la extraccién de los compuestos
afines a ellos puede estar relacionada con la diferencia significativa entre el

contenido de compuestos fendlicos en los extractos (Sreejith et al., 2013).

En este trabajo se encontré que el contenido de fenoles totales en los extractos
metanolico y de acetato de etilo fue superior al descrito por Vladimir Chobot et al.
(2008) para el extracto etandlico de las especies Atrichum undulatum, Polytrichum
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formosum y Thuidium tamariscinum: 8.72 £ 0.803, 4.38 + 0.806 y 3.2 + 0.773 % con

base en el acido galico.

En otras investigaciones, el contenido de fenoles totales para diversas especies de
musgos se encuentra en el intervalo de 3.33 £ 0.02 a 8.21 + .04 % (Erturk et al.,
2015). Cabe mencionar que en este caso el contenido fendlico es menor debido a

que se determind en el material vegetal seco.

El contenido de flavoines en los diferentes extractos de P. flexilis mostré variaciones
significativas, encontrandose un mayor porcentaje, en relacion al CFT, en el
extracto de AcOEt , ver Figura 4.1. De acuerdo con datos de la literatura, los
musgos tienen una alta produccién de flavonoides con respecto a otros grupos de
briofitas (48 % musgos, 40% hepaticas). Los flavonoides, juegan un rol significativo
en estas plantas que fueron desplazadas del ambiente acuético la terrestre (Buer,
Imin, & Djordjevic, 2010; Liu, Ju, & Xia, 2014).

100%
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M Otros Fendlicos Flavonoides

Figura 4.1 Contenido Total de Fenoles y Flavonoides en los extractos de P. flexilis.

En el presente estudio se usaron tres ensayos diferentes (ABTS, DPPH y FRAP)
para evaluar la capacidad antioxidante, de acuerdo con la literatura es

recomendable utilizar mas de un método para la evaluacién de la capacidad
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antioxidante en los extractos vegetales, aquellos extractos que se comporten de la
misma manera, al usar otras técnicas que actian con mecanismos diferentes,
reforzara la tendencia de los resultados para cada uno de los extractos. (Sacchetti
et al., 2005).

Como se aprecia en el Cuadro 4.1, los extractos con mayor CFT, presentaron una
mayor capacidad antioxidante, esto podria ser explicado considerando la estructura
quimica de dichos compuestos, en la cual los anillos aromaticos unidos a grupos
hidroxilo tiene la capacidad de atrapar radicales libres (Balasundram, Sundram, &
Samman, 2006; Khoddami et al., 2013).

Los cuatro extractos mostraron diferencias significativas con respecto a la
capacidad antioxidante por los tres ensayos aplicados: ABTS (N=48.gl=3,H =
40.16, p < 0.001); DPPH (N = 60, gl = 3, H = 48.15, p < 0.001) y FRAP (N = 48, gl =
3, H=44.09, p <0.001). Los extractos con mayor capacidad antioxidante, respecto
a las tres pruebas realizadas, fueron el de AcOEt y metandlico (Figura 4.2) mientras
gue los de menor eficiencia (p<0.001) proviene de los extractos acuoso y hexano.
Los cuatro extractos evaluados exhibieron capacidad antioxidante, un hallazgo
importante dada la falta de estudios que evaltan las propiedades antioxidantes de

los extractos de los musgos.

De acuerdo con los resultados podemos deducir que los extractos son fuente de
compuestos capaces de reducir el i6n Fe3* a Fe?* (FRAP) por su capacidad de
transferencia de electrones, ademas se puede inferir que en los extractos también
contienen especies donantes de atomos de hidrégeno con respecto a la prueba
(DPPH) (Magalhées et al., 2008).

Se sugiere el aislamiento de compuestos que estén involucrados en la bioactividad
relacionada con las pruebas para antioxidantes; los musgos son plantas
consideradas con alto potencial antioxidante, por ejemplo en especies como
Polytrichastrum alpinum se aislaron los compuestos ohioensin F y G, los cuales

inhibieron el 50% del radical libre DPPH a una concentracion de 14,3 pg/mL,
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resultando incluso més efectivos que la referencia (TROLOX, Clso = 46,35 pg/mL )
(Bhattarai, Paudel, Lee, Oh, & Yim, 2009).
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Figura 4.2 Comparaciones del contenido equivalente a TROLOX para los extractos estudiados.

Otro parametro determinado por el ensayo DPPH fue la concentracion inhibitoria 50
(Cls0) que representa la concentracion necesaria para inhibir en un 50% el DPPH
(Fig. 4.3). Un bajo valor indica una mayor capacidad antioxidante. Los extractos de
AcOEt y metandlico poseen los valores mas altos: 0.03 y 0.04 mg/mL
respectivamente. De acuerdo con el analisis estadistico, la capacidad antioxidante
entre los extractos de AcOEt y metandlico no presenta diferencias significativas etre

llas (N =12.gl=3,H=10.38, p <0.001; suma de rangos 5 y 2 respectivamente).
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Aubad, Rojano, & Lobo (2007) estudiaron la capacidad antioxidante del extracto
crudo de metanol en seis especies de musgos, el extracto del género Sphagnum
spp obtuvo los mejores resultados en el ensayo ABTS con un Clso 32.7 mg/L ClI, por
lo que se fraccion6 en diferentes polaridades y encontraron un mejor resultado con
polaridades de AcCOET con un Clso 15 mg/L, estudios sobre la capacidad
antioxidante han demostrado que el extracto de AcOEt resulta efectivo ante la
capacidad antioxidante.
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Figura 4.3 Valores de Clso (mg/mL) de la actividad de los diferentes extractos para DPPH. (los
valores del Clso se calcularon del analisis por regresion lineal).

Adicionalmente se observa que los altos valores en CFT y FT también se presentan
en las pruebas para ABTS, DPPH y FRAP lo que indica una correlacion entre los
compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante, en el cuadro 4.1 se muestra una
relacion directa para cada una de las pruebas, excepto para DPPH. La relacion
positiva de Fenoles y Flavonoides con antioxidantes podria darse por que los
compuestos fendlicos por su estructura son considerados adecuados para ejercer
una accion antioxidante, actuando como atrapadores de radicales libres (Ricco et
al., 2010).
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Cuadro 4.2 Correlacion de Pearson entre los Fenoles y Flavonoides analizados y su actividad
antioxidante (P=<0.001).

CFT FT
ABTS 0.98 0.92
DPPH -0.57 -0.54
FRAP 0.98 0.94

Los resultados indican el potencial de los extractos como agentes antioxidantes, por lo
que podrian utilizarse medicinalmente para prevenir enfermedades. Por otro lado, un
extracto consiste de una mezcla de compuestos que e juntos en conjunto podrian tener
efectos sinérgicos o antagonicos. Por lo anterior, es complicado dar un resultado
confiable de las reacciones reductoras de los antioxidantes presentes en el extracto, por
lo tanto, seria de gran importancia separar las sustancias con capacidad antioxidante
(Simié, Manojlovié, Segan, & Todorovié, 2007). Los compuestos fendlicos de estos
extractos podrian ser aislados, identificados y explorar su viabilidad como agentes

antioxidantes.

4.1 Conclusiones

El presente estudio demostr6 que los diferentes extractos de P. flexilis tiene una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a su capacidad atioxidante. El
extracto de AcOEt fue el mas promisorio ya que mostré mejores resultados por las
diferentes técnicas probadas, por lo que seria recomendable separar e identificar los
metabolitos secundarios de dicho extracto y aplicar bioensayos para determinar aquellos

con actividad biolégica.
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5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro DE LOS EXTRACTOS DE
P. flexilis (Hedw.) Angstr.

5.1 Resumen

El aumento a la resistencia antibacteriana, mundialmente se explora y valoran los
productos naturales como recursos de nuevos Yy potentes agentes antimicrobianos. El
objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de extractos
de Pilotrichella flexilis frente a patdgenos bacterianos (Clavibacter michiganensis,
Xanthomonas spp., Escherichia coli, Micrococcus luteus). La obtencion de los extractos
se realizé por particiones utilizando solventes de diferentes polaridades (acuoso, metanol,
AcOEt y hexano). La evaluacion de la sensibilidad bacteriana de los extractos se realizd
mediante el método colorimetro de microdilucion en caldo. Los resultados presentan que
la mayor actividad antimicrobiana frente a los patdgenos evaluados fue de los extractos
metanolicos y ACOET. En cuanto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) los
resultados frente Xanthomonas spp. los extractos de metanol y AcOEt tuvieron una CMI
de 4.5 mg/mL y contra Micrococcus luteus los mismos extractos presentaron una CMI de
4.25 mg/mL. Se concluye que las especies mas sensibles fueron Xanthomonas y
Microccocus frente a los extractos de metanol y AcOEt.

Palabras clave: Antioxidante, musgo, Xanthomonas, Clavibacter, Escherichia, Listeria

Tesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
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ANTIBIOTIC SUCEPTIBILITY IN vitro OF FOUR EXTRACTS BY
COLORIMETRIC TEST IN MICROPLATES

5.2 Abstract

The increase in antibacterial resistance, worldwide is explored and valued natural
products as resources of new and powerful antimicrobial agents. The main objective of
this work was to evaluate the antimicrobial activity of extracts of Pilotrichella flexilis against
bacterial pathogens (Clavibacter michiganensis, Xanthomonas spp., Escherichia coli,
Micrococcus luteus). The extracts were obtained by means of partitions using solvents of
different polarities (aqueous, methanol, AcOEt and hexane). The evaluation of the
bacterial sensitivity of the extracts was carried out using the broth microdilution
colorimeter method. The results show that the highest antimicrobial activity against the
pathogens evaluated was methanol extracts and AcOET. Regarding the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) the results against Xanthomonas spp. The extracts of
methanol and AcOEt had a MIC of 4.5 mg / mL and against Micrococcus luteus the same
extracts presented a MIC of 4.25 mg / mL. It is concluded that the most sensitive species
were Xanthomonas and Microccocus versus the methanol and AcOEt extracts.

Key Word: Antioxidant, moss, Xanthomonas, Clavibacter, Escherichia, Listeria

Thesis: Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Cinthia Mejia Lara
Advisor: Dr. Holber Zuleta Prada
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5.3 Introduccién

La necesidad continua por contrarrestrar la resistencia bacteriana a los antibiéticos, ha
impulsado la busqueda de nuevos compuestos con mayor potencial antibacteriano,
principalmente en plantas, las cuales poseen propiedades de defensa contra patégenos.
De acuerdo a esto, el material vegetal se presenta como materia prima util para la
obtencién de compuestos bioactivos, particularmente con actividad antimicrobiana
(Ramirez & Marin Castafio, 2009).

A pesar de que las bridfitas son un recurso vegetal diverso y abundante, los estudios
enfocados a la busqueda de substancias con propiedades antibidticas, son de menor
ocurrencia comparados con los de plantas vasculares. Por lo tanto es necesario seguir
explorando a las bridfitas, pues los estudios reportados presentan resultados positivos

sugiriendo a este grupo como un recurso prometedor (Russell, 2010; Zhu et al., 2006).

Para poder evaluar la suceptibilidad de los mircroorganismos existen diversos métodos
gue nos pueden ayudar a tener respuestas sobre esta capacidad en los extractos o
compuestos activos, se han propuesto métodos colorimétricos como prometedores
alternativos para evaluar pruebas de susceptibilidad en microorganismos, estos métodos
consisten en el uso de sales de tetrazolio como reductores indicadores de células
metabdlicamente activas, dando como resultado formazan soluble, este resultado puede
ser facilmente cuantificado en un equipo lector de placas medido a una absorbancia que
dependera del reactivo en uso (Lietal., 2010; Tunney, Ramage, Field, Moriarty, & Storey,
2004).

El Cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) es un ejemplo de estas sales, después de ser
agregado en el ensayo para la prueba de susceptibilidad (0.02 % TTC) y una incubacion
de 30 minutos, el formazan producido puede ser medido a una absorbancia de 540 nm
(Kim et al., 2010; Knezevic & Petrovic, 2008). La gran mayoria de las aplicaciones con
sales de tetrazolio implican ensayos en microplacas que miden la proliferacion celular.

Ademas, se han utilizado en ensayos colorimétricos para la prueba de susceptibilidad
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antimicrobiana de bacterias (Meletiadis et al., 2001; Tsukatani et al., 2008; Tunney et al.,
2004).

El objetivo de este estudio fue determinar por primera vez la actividad antibacteriana
sobre cuatro bacterias Clavibacter michigalensis, Xanthomonas spp, Echerichia coli K12
y Micrococcus luteus CDBB1018, de P. flexilis de los extractos acuoso, metanol, acetato

de etilo y hexano por métodos colorimétricos adapatados a microplacas.

5.4 Materiales y Métodos

5.4.1 Obtencién del material vegetal

El material fue colectado en la localidad “La Mojonera” municipio de Zacualtipan
de Angeles, Estado de Hidalgo (Fig. 5.1), durante el mes de septiembre de 2016, en las
coordenadas geograficas: 20° 38’ 0.33” N, 98°35'51.8” E. A una altitud que oscila entre
los 1,780-1,950 msnm. El material fue identificado como P. flexilis por la Biol. Cinthia
Mejia Lara. De acuerdo a la descripcién indicada en The Moss Flora of Mexico (Sharp et
al., 1994). Un ejemplar fue depositado en el Herbario del departamento de Preparatoria
Agricola, Area de Biologia en la Universidad Autonoma Chapingo (UACh) No.34591.
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Figura 5.1 Lugar de colecta. Zacualtipan de Angeles. Estado de Hidalgo

En este estudio se usaron cuatro bacterias, dos de importancia fitopatogena y dos
homologas patogenas para el humano. Clavibacter michigalensis, Xanthomonas spp,

Echerichia coli K12 y Micrococcus luteus CDBB1018. Para homogenizar el crecimiento
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bacteriano se inocularon en medio de cultivo liquido [Caldo Nutritivo (C. michiganensis,
Xanthomonas, E. coli) y Medio Cerebro-corazén (Microccocus)] hasta lograr una turbidez
estandar de 0.5 de McFarland, medida a una absorbancia de 600 nm en un
espectrofotometro, de acuerdo con la escala, la densidad de bacterias aproximada

correspondiente es 1x10 8.

5.4.2 Preparacion de los extractos

Se preparé una solucion stock de los cuatro extractos (acuso, metanol, AcOEt y hexano),
se pesaron 0.1 g y se diluyeron en 20 mL de DMSO al 10%. Para lograr una concentracion

de 5 mg/mL.

5.4.3 Suceptibilidad bacteriana por método colorimétrico usando Cloruro de
2,3,5.trifeniltetrazolio (TTC)

El ensayo se realizé por el método colorimétrico de éxido-reduccion usando Cloruro de
2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) que ha sido propuesto como un indicador de crecimiento
bacteriano combinado con el método de microdiluciones, el ensayo se llevo a cabo en

microplacas de 96 pozos con fondo en “U” (Eloff, 1998)

A partir de nuestra disolucion stock se tomaron cinco alicuotas (150, 120, 90, 60, 30 uL)
de cada extracto. Se colocaron en cada uno de los pozos las diferentes alicuotas
posteriormente se adicioné caldo nutritivo (0, 30, 60, 90, 120 respectivamente) finalmente
se agrego 50 pL de bacteria. Cada pozo tuvo un total de 200 uL en cada pozo. Se usaron
dos controles: Positivo (75 pL de Etanol, 75 yL medio de cultivo y 50 pL bacteria) y
Negativo (150 pL medio de cultivo y 50 pL bacteria).

Las microplacas se sellaron con papel parafilm para evitar contaminacién y se colocaron

en una incubadora con agitacién orbital Marca SEV Prendo Modelo INO-650 M, dejando

reposar a 120 rpm durante 24 horas a 37 °C. Arreglo experimental Figura 5.2.
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Figura 5.2 Arreglo experimental del efecto antibacteriano.

Una vez concluido el periodo de incubacion se adicion6é 10 yL de TTC (20 mg/ mL) se
dejo reposar 30 minutos. Un cambio de color de blanco a rojo indica crecimiento del
microorganismo evaluado (Fig 5.3).

Extracto  Acuoso Metanol AcoEt Hexano

(mg/mL) —
3.75 |

Negatlvo ( ) DMSO (+) DMSO(-) Posmvo (+)

Figura 5.3 Ensayo de los extractos sobre Clavibacter después de adicionar TTC
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La microplaca se escaned y se leyo el pellet formado en los pozos a una absorbancia de
540 nm en un lector de microplacas Synergy 2 Marca Biotek para obtener datos

cuantitativos de la inhibicién de los extractos sobre las bacterias.

5.4.4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracién de
agentes antimicrobianos (en unidades/mL) que inhibe el crecimiento visible de un

microorganismo después de 24 horas a 37 °C (Horna, Silva, Vicente, & Tamariz, 2012)

La CMI se determiné para aquellos extractos que de acuerdo con los ensayos evaluados
tuvieron una inhibicion con diferencia significativa respecto al control negativo, el ensayo
se evalué por microdiluciones aumentando las concentraciones hasta encontrar la CMI.
De la misma manera que en el ensayo para la sensibilidad, se cultivaron las cepas en
medio liquido hasta alcanzar una lectura de 0.5 a 600 nm en la escala de Mc Farland se
incubaron a 37°C por 24 horas, al término de este tiempo se adicion6 10 yL TTC. El valor
de CMI se tom6 como la menor concentracion del extracto que inhibi6 visiblemente el

crecimiento bacteriano por la reaccion de TTC después de la incubacion.

5.4.5 Anédlisis Estadistico

Se compararon los tratamientos por separado para cada cepa bacteriana mediante una
ANOVA no paramétrica de Friedman (Daniel, 2011) para muestras dependientes,
considerando que los extractos provienen de una sola colecta (principio de dependencia)
y que los valores de absorbancia obtenidos no se ajustan a una distribucién normal.

Se sefiala, que a mayor absorbancia menor actividad antibacteriana. Una vez identificada
la concentracion con mayor actividad se compararon los extractos mediante una prueba
de Kruskall-Wallis, considerando la independencia de las preparaciones. Los
experimentos se llevaron a cabo usando tres bloques de disefio al azar. Dentro de cada
tratamiento por blogue cada tratamiento se realizaron 3 réplicas. Estos analisis se
realizaron con el programa STATISTICA v.10 (StatSoft, 2011).
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5.5 Resultados

5.5.1 Actividad Antibacteriana

Los extractos evaluados presentaron diferencias significativas entre las concentraciones
y los extractos sobre las cepas evaluadas en este estudio a continuacion se describen
los resultados estadisticos de los ensayos analizados.

Clavibacter michiganensis

Existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana sobre C. michiganensis
para los diferentes extractos y con respecto a los controles (N = 36, gl = 6, Friedman =
127.33, p <0.001, Figura 5.4). En cuanto a los extractos, el de metanol y acetato de etilo
(rango promedio = 16.44 y 5.55), tiene diferencias significativas contra el acuoso y hexano
(rango promedio=23.33y 28.66) (H =24, N =36, gl =3, p=0.002). La tendencia indica
que a una concentracion de 3.75 mg/mL, los extractos metanol y AcOEt tiene un rango

de absorbancia menor y por lo tanto una mayor actividad.

——Acuoso -E—Metanol -—-4—AcOET =><Hexano

3.5

2.5

D.O. 540 nm
N

=

0.5

0
Negativo 0.75 1.5 2.25 3 3.75 Positivo

mg/mL

Figura 5.4 Promedios de formazan formado medido a una absorbancia de 540 nm, después del
tratamiento sobre la bacteria C. michiganensis
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Xanthomonas spp.

Existen diferencias significativas en la actividad antibaceriana sobre Xanthomonas para
los diferentes extractos y con respecto a los controles (N = 36, gl = 6, Friedman = 173.73,
p < 0.001, Figura 5.5), el extracto de metanol y AcOEt tienen los rangos menores (suma
de rangos = 7.2 y 11 respectivamente) y no difieren entre ellos. El extracto acuoso no
tiene una actividad significativa con respeto al extracto hexanico (suma de rangos = 23y

31, p = 0.4) y el metanol (suma de rangos = 321 p < 0.001).

—e—Acuoso =-m—Metanol —-&—AcOEt =x—=Hexano

3.5

w

n
&

N

D.O. 540 nm
=
13

|

o
&

o

Negativo 0.75 1.5 2.25 3 3.75 Positivo
mg/mL

Figura 5.5 Promedios de formazan formado medido a una absorbancia de 540 nm, después del tratamiento
sobre la bacteria Xanthomonas spp.

Escherichia coli K12

Existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana de las diluciones (N = 36,
gl = 6, Friedman = 95.73, p < 0.001. Fig.5.6). No existe diferencia significatica entre los
extractos acuoso, metanol y AcOEt (suma de rangos= 7, 16 y 18 respectivamente,
p=0.001), el extracto de hexano resulto ser el menos eficiente y significativamente

diferente con respecto a los demas extractos (suma de rangos= 32, p < 0.01).
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Figura 5.6 Promedios de formazan formado medido a una absorbancia de 540 nm, después del tratamiento
sobre la bacteria E. coli

Micrococcus luteus.

Existen diferencias significativas en la actividad antibacteriana de las diluciones
(N= 36, gl = 6, Friedman = 87.39, p < 0.001, Fig 5.7), pero solo con respecto al control
negativo (Metanol, rango promedio = 1, Abs = 0.16 + 0.03). El resto de las diluciones no
tiene actividad (rango promedio a 150 pl =4.21, Abs = 2.14 + 0.71; rango promedio a 120
Ml =417, Abs = 2.16 £ 0.59; rango promedio a 90 pl = 5.17, Abs = 2.32 £+ 0.45; rango
promedio a 60 pl = 4.83, Abs = 2.32 + 0.37; rango promedio a 30 pl = 4.29, Abs =2.32
0.23,) considerando el valor obtenido en el control positivo (rango promedio = 4.33, Abs
=2.21 £ 0.08).

No obstante, aun cuando no existen diferencias entre diluciones, si hay diferencias
entre extractos, siendo el metanol (suma de rangos 5) el que tiene mayor actividad con
respecto al AcOEt (suma de rangos 23, p < 0.01) y hexano (suma de rangos 32, p <
0.001). El extracto acuoso (suma de rangos 14) solo resulta ser mas eficiente con

respecto al hexano.
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Figura 5.7 Promedios de formazan formado medido a una absorbancia de 540 nm, después del
tratamiento sobre la bacteria M. luteus

5.5.2 Concentracion Minima Inhibitoria

Derivados del andlisis de los datos estadisticos los extractos con mayor efecto inhibitorio
sobre las bacterias estudiadas, fueron el extracto metanolico y de acetato de etilo, las
concentraciones aplicadas sobre los microorganismos fueron 4.00, 4.25, 4.50, 4.75y 5.00
mg/mL, de acuerdo a la definicion de CMI las concentraciéé que inhibié el crecimiento
bacteriano visible para Clavibacter fue de 5 mg/mL para el extracto de AcOET, el extracto
de metanol no inhibid a la concentracién mas alta probada, Xanthomonas result6 sensible
a los dos extractos probados (metanol y AcOEt) la concentracion minima inhibitoria fue

de 4.5 mg/mL para los dos extractos. (Fig. 5.8)
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Figura 5.8 Microdilucién en caldo para la determinacion de CMI para C. del CMI sobre las bacterias C.
michiganensis y Xanthomonas spp.

Escherichia coli fue sensible ante las concentraciones mas altas probadas, sin embargo
no presentd una inhibicion visible, por lo que no se consideré una CMI para ninguna de
las concentraciones evaluadas, Microccocus presentd una alta sensibilidad con respecto
a los extractos metanol y AcOEt al contrario de E. coli aqui si hubo una CMI de 4.25

mg/mL para los dos extractos (Fig 5.9).
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Figura 5.9 Microdilucién en caldo para la determinacion CMI parasobre las bacterias E. coli y M. luteus.

5.6 Discusion

El indicador reductivo TTC ha sido usado para la determinacion de la viabilidad
microbioldgica y CMI de Clavibacter, Xanthomonas, E. coli. M. luteus, al agregar TTC 30
minutos después, el crecimiento bacteriano se manifiesta generando un color rojo que
permite la facil interpretacion de los resultados. El método de microdilucion en caldo
combinado con un agente reductor como las sales de tetrazolio (TTC), es conveniente y
ampliamente usado para pruebas rapidas de susceptibilidad en un tiempo corto (Lee,
Lee, Jeong, & Chang, 2007; Rahman, Kiuhn, Rahman, Olsson-Liljequist, & Mollby,
2004).EIl uso de cepas bacterianas de importancia agricola y patégenas para el humano,
en este trabajo representa un modelo de accién inhibitoria de los extractos que difieren
sobre los microorganismos.

La inhibicion mostrada para los extractos evaluados en los cuatro tipos de bacterias,
presentan una variabilidad del efecto para las diferentes concentraciones y el tipo de
extracto, es importante resaltar que el uso de disolventes a diferente polaridad implica la
probable extraccion de mezclas de diferentes compuestos los cuales estan asociados a
la actividad bidlogica; es decir un extracto obtenido con un disolvente muy polar, contiene
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compuestos de alta polaridad estrcuturalmente diferentes a compuestos extraidos con
disolventes menos polares (Russell, 2010).

De acuerdo al analidis de los datos estadisticos comparado con el control positivo, los
extractos a una concentracion de 3.75 mg/mL con mayor actividad fueron el de metanol
y acetato de etilo, por otro lado las bacterias con mayor sensibilidad fueron:
Xanthomonas y M. luteus.

La determinacion de la CMI por microdilucion en caldo se basa en una lectura visual de
turbidez esto podria derivar en una prueba subjetiva y variable, por ello es mas seguro
agregar un agente reductor (TTC) para obtener una CMI mas confiable (Lee et al., 2007).
El resultado obtenido frente a la cepa de Clavibacter es de 5 mg/mL (AcOEt) v,
Xanthomonas 4.5 mL (MeOH y AcOEt), M. luteus 4.25 mg/mL (MeOH y AcOEt), es de
llamar la atencién que en estas pruebas las CMI son mayores que en las reportadas en
otros estudios realizados en musgos, por ejemplo, en Plagiomnium cuspidatum se evaluo
el extracto etandlico y resulto potencialmente activo para valores de 128 pg/mL sobre E.
coli mientras que esta misma especie no mostro sensibilidad alguna en el actual estudio
frente a los extractos probados (Adriana Basile, Giordano, Lépez-Saez, & Cobianchi,
1999).

Otro ejemplo en el cual se usaron concentraciones bajas de extracto se report6 en el
estudio sobre Plagiochasma appendiculatum, con valores que oscilan 0.1-0.2 mg/mL
para los extractos de: Cloroformo, acetona, etanol y acuoso, sobre M. luteus y E. coli
respectivamente (Bodade, Borkar, Arfeen, & Khobragade, 2008;Singh, Govindarajan,
Nath, Rawat, & Mehrotra, 2006). Las diferencias del actual estudio comparado con los
anteriores se puede asociar a distintos aspectos notables; en los trabajos anteriores se
usaron solo extractos obtenidos en etanol esto podria sugerir, que la composicion
guimica del extracto puede variar reduciendo o aumentando la sensibilidad sobre las

bacterias (Sabovljevic, Sokovic, Sabovljevic, & Grubisic, 2006; Russell, 2010).

79|Péagina



De manera general los resultados obtenidos coinciden con la propuesta inicial, era de
esperarse un efecto antimicrobiano dado que especies d emusgos exhiben efectos contra
bacterias, demostrando que la especie tiene potenciales propiedades antibacterianas.
(Frahm & Kirchhoff, 2002; Kang, Kim, Liu, Jovel, & Towers, 2007; Nikolajeva et al., 2012;
Nomura, Isshiki, Sakuda, Sakuma, & Kondo, 2012; Oyesiku & Caleb, 2015; Oztopcu-
vatan & Savaroglu, 2011) .

5.7 Conclusiones

Los resultados demuestran que P. flexilis posee inhibicion a diferentes concentraciones
de los extractos crudos metanol y acetato de etilo contra C. michiganensis, Xanthomonas

y Microccocus, lo que implica que tiene compuestos activos con actividad antibacteriana

Se propone continuar el estudio de sus propiedades bioldgicas, asi como los efectos
sobre bacterias de importancia econdmica, pruebas de actividad antimicrobiana asi dar

uso con valor agregado a una planta.
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Anexos
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Anexo 1 Espectro COSY del compuesto 1
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Anexo 2 Espectro HSQC del compuesto 1
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Anexo 3 Espectro HMBC del compuesto 1
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