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RESUMEN

La corteza del tallo (CT) de cuachalalate (A. adstringens) se obtiene de poblaciones
silvestres, por lo que la supervivencia del arbol esta en riesgo debido a la alta demanda
y las incorrectas practicas de descortezado. Si bien se han propuesto algunas estrategias
de manejo sustentable, se centran en la CT como la Unica fuente de compuestos
bioactivos. En este contexto, esta investigacion se destaca al explorar la composicion
quimica de la corteza de las ramas (CR) y su potencial capacidad antivirulencia y
antipatogénica. El estudio se realizé en Chiautla de Tapia, Puebla, donde se recolectd
corteza de diez arboles durante la temporada de lluvias. Los compuestos bioactivos
(masticadiendnico, 3 a-hidroximasticadendnico y acidos anacéardicos) se identificaron en
extractos de acetato de etilo de las cortezas mediante cromatografia de capa fina de alta
resolucién (HPTLC). Los extractos acuosos de las cortezas se liofilizaron y analizaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucion-espectrometria de masas (HPLC-MS-
SQ-TOF) y redes moleculares. Ademas, se utilizd un modelo murino de lesion térmica e
infeccion con Pseudomonas aeruginosa para evaluar la actividad antipatogénica de un
meétodo tradicional con la CR. También, se evalud la propiedad antivirulenta de los
extractos de acetato de etilo al inhibir la formacién de biopeliculas, la actividad
caseinolitica y la produccion de piocianina de P. aeruginosa. Se demostré que el CR
también contiene compuestos bioactivos, mientras que los extractos acuosos de las
cortezas comparten flavonoides, catequinas y saponinas. Ademas, el método tradicional
con CR redujo significativamente la mortalidad de los ratones, previno la sepsis e inhibid
la produccion de factores de virulencia. Por lo tanto, se concluye que la CR también
contiene metabolitos bioactivos y mantiene la capacidad antivirulencia y antipatogénica
reportada previamente para CT. Este descubrimiento es fundamental para disefiar
estrategias de manejo sostenible del cuachalalate utilizando estructuras renovables
como las ramas.

Palabras clave: Cuachalalate, metabolitos bioactivos, actividad antipatogénica, método

tradicional, descortezado.
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ABSTRACT

Stem bark (SB) of cuachalalate (A. adstringens) is obtained from wild populations, so the
tree's survival is at risk due to high demand and incorrect debarking practices. While some
sustainable management strategies have been proposed, they focus on SB as the only
source of bioactive compounds. In this context, this research explores the chemical
composition of branch bark (BB) and its potential antivirulence and antipathogenic
capacity. The study was conducted in Chiautla de Tapia, Puebla, where bark was
collected from ten trees during the rainy season. Bioactive compounds (masticadienoic,
3 a-hydroxymasticadenoic and anacardic acids) were identified in ethyl acetate extracts
of the barks by high-performance thin-layer chromatography (HPTLC). Aqueous extracts
of the barks were freeze-dried and analyzed by high-performance liquid chromatography-
mass spectrometry (HPLC-MS-SQ-TOF) and molecular networking. Furthermore, a
murine model of thermal injury and infection with Pseudomonas aeruginosa was used to
evaluate the antipathogenic activity of a folk method that contains BB. Also, the
antivirulence property of ethyl acetate extracts were evaluated by inhibiting biofilm
formation, caseinolytic activity, and pyocyanin production of P. aeruginosa. BB was also
shown to contain bioactive compounds, while agueous extracts of the barks share
flavonoids, catechins, and saponins. Furthermore, the folk method significantly reduced
mouse mortality, prevented sepsis, and inhibited the production of virulence factors.
Therefore, it is concluded that BB also contains bioactive metabolites and maintains the
antivirulence and antipathogenic capacity previously reported for SB. This discovery is
fundamental to designing sustainable management strategies for cuachalalate using
renewable structures such as branches.

Keywords: Cuachalalate, bioactive metabolites, antipathogenic activity, traditional
method, debarking.
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CAPITULOI. INTRODUCCION

Las plantas son una fuente valiosa en la medicina tradicional. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004), el 80% de las personas hacen uso de
las plantas para tratar algun padecimiento. Las plantas medicinales son definidas por la
OMS como “cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser usadas
con fines terapéuticos o0 que sus principios activos puedan servir Como precursores para
la sintesis de nuevos farmacos” (Bermudez et al., 2005). El conocimiento de las plantas
con uso medicinal nos permite desarrollar nuevos planes de salud combinando el

conocimiento tradicional con el cientifico (Argueta et al., 1994).

De acuerdo con lo reportado por la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO), en México se estiman alrededor de 4 500 especies de plantas
con propiedades medicinales, de las cuales solo se han analizado farmacol6gicamente
un 5 % (Alamilla'y Neyra, 2020).

Los tratamientos medicinales emplean el uso de extractos de las plantas o sus principios
activos y son de gran interés para el tratamiento de diversas enfermedades (Corrales y
Reyes, 2015). Cada vez es mayor el interés de personas que recurren a ellas, no solo
como pacientes, sino que también las grandes empresas farmacéuticas, que buscan
nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades que afectan a la poblacion
humana (Gonzalez, 2010). Entre ellas, las infecciones causadas por patdgenos
microbianos, debido a la resistencia que han desarrollado a los antibioticos (Bertrand et
al., 2023).

Una de las propiedades antimicrobianas mas relevantes que se ha descubierto en los
ultimos afos en las plantas, son su capacidad para reducir la virulencia y la patogenicidad
bacteriana (Diaz-Nufiez et al., 2021). Hasta el momento se han descrito un gran nimero
de productos naturales y fitoquimicos con esta capacidad, la cual representa una opcion
real para combatir infecciones microbianas con la posibilidad de reducir la aparicion de

resistencia (Mufioz-Cazares et al., 2017).

Se han descrito diversos blancos antivirulencia, pero uno de los mas estudiados y de

gran interés, es la inhibicion de la comunicacion bacteriana mediante la interferencia de



los sistemas de percepcion de quorum o quorum sensing (QS). Se ha demostrado que
inhibir estos sistemas reducen la produccion de factores de virulencia y la patogenicidad
en modelos animales (Gomez-Salgado et al., 2024). El QS es un sistema de regulacion
global bacteriano que facilita a las bacterias patdgenas establecerse y generar dafio

mediante la produccién de factores de virulencia (Castillo-Juarez et al., 2015).

En la actualidad la OMS ha sefialado un grupo de bacterias para las cuales se requiere
urgentemente del desarrollo de nuevos antibacterianos debido al gran aumento de
aparicién de cepas con resistencia a multiples antibiéticos y para las cuales ya no se
cuenta con tratamiento (OMS, 2017). Pseudomonas aeruginosa es una de las principales
bacterias responsables de las infecciones nosocomiales, principalmente en pacientes

con quemaduras de tercer grado.

En estudios previos nuestro grupo de investigacion ha reportado la capacidad de
extractos organicos y fitoquimicos con capacidad de inhibir la virulencia y la
patogenicidad de P. aeruginosa. (Castillo-Juarez et al., 2013; Gomez-Salgado et al.,
2024). Los extractos organicos con hexano o acetato de etilo inhiben la produccion de
factores de virulencia de P. aeruginosa como son la produccién de piocianina,
ramnolipidos, proteasas, elastasas entre otros (Castillo-Juarez et al., 2013). De igual
manera, la aplicacion de un método tradicional que emplea la corteza del tallo se ha
demostrado que posee capacidad antipatogénica en un modelo de quemadura e
infeccién con P. aeruginosa (Gémez-Salgado et al., 2024). La aplicacién de la corteza
de cuachalalate utilizando este método tradicional reduce la muerte de los animales al
evitar la sepsis y su efecto es mayor al de la sulfadiazina de plata (Gomez-Salgado et
al., 2024), el cual es un bactericida de amplio espectro utilizado en el tratamiento de

guemaduras en la clinica.

Las propiedades bioactivas del cuachalalate son relevantes y con gran potencial para
resolver problemas de salud como es el cancer, la Ulcera péptica y enfermedades
infecciosas entre otras (Sotelo-Barrera et al., 2022). Sin embargo, la alta demanda de
este recurso y las malas practicas de descortezamiento han puesto en riesgo su

supervivencia (Beltran-Rodriguez et al., 2021).



En este sentido, aunque se han propuesto técnicas para un aprovechamiento sostenible
estas se basan en el descortezamiento del tallo del arbol ya que se considera que es la
principal fuente de metabolitos bioactivos (Sotelo-Barrera et al., 2022). Sin embargo, no
se ha demostrado que este tipo de recomendaciones sean exitosas y faltan estudios
relacionados con la promocion de plantaciones. Por lo tanto, es necesario realizar
estudios que permitan desarrollar estrategias para un manejo sostenible eficiente que
permita mantener poblaciones silvestres o plantaciones sanas. En este sentido, la
corteza de las ramas presenta una similitud estructural con la del tallo, que hace factible
gue también produzcan los metabolitos bioactivos identificados. Por lo tanto, la presente
investigacion tuvo como objetivo identificar la presencia de compuestos bioactivos en la
corteza de las ramas primarias y secundarias del cuachalalate, asi como corroborar su

capacidad antivirulencia y antipatogénica.



CAPITULOIl. SITUACION PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

El arbol de cuachalalate (A. adstringens) es un recurso no maderable de consumo local
y hacional, pero a medida que se han ido descubriendo sus propiedades bioldgicas, esta
aumentando su comercio fuera de México. De tal manera, que se requieren realizar mas
estudios para lograr su aprovechamiento sostenible y su proteccién. También, es
importante conservar el conocimiento tradicional sobre su uso y proteger los saberes
ancestrales. El aumento en la demanda de la corteza de cuachalalate y las incorrectas
practicas de descortezamiento (para obtener una mayor ganancia econdmica) han
reducido rapidamente su distribucion en las Ultimas décadas. También, las poblaciones
silvestres son la Unica fuente de obtencion de la corteza, sin regulacion y sin un comercio
justo, en el cual los recolectores reciben la menor ganancia a cambio de la destruccion

de sus recursos naturales.

Aunque se han realizado algunos estudios para su manejo sostenible, estos se basan en
el descortezamiento del tallo, debido a que es la estructura donde se han realizado los
estudios de composicion quimica y bioactividad. Sin embargo, la corteza del tallo es una
estructura fundamental para la viabilidad del arbol, por lo que las recomendaciones que
se han realizado son limitadas como: 1.- El descortezamiento esta restringido a una
pequefa seccién del tallo, en el que se debe de considerar la profundidad del corte, el
sexo del arbol, que se realice en un periodo determinado como la época de lluvias, entre
otras variables. 2.- El area del tallo descortezada queda expuesta a la deshidratacién y
enfermedades. 3.- Se desconoce cuantas veces se puede descortezar el tallo del arbol
sin afectar su viabilidad. 4.- No hay estudios sobre la composicién quimica y calidad de
la corteza regenerada. 5.- Las recomendaciones para su manejo sustentable se hace
principalmente para poblaciones silvestres. Es necesario que se realicen estrategias
sostenibles orientadas al desarrollo de plantaciones sanas y econdmicamente
redituables. De tal manera que, conocer la composicidon y la concentracion de los
principales metabolitos activos, asi como corroborar la bioactividad de estructuras que
se pueden regenerar, es de gran importancia. Los resultados obtenidos ayudaran al
desarrollo de estrategias sostenibles robustas, basadas en podas controladas y para el

manejo adecuado de esta especie endémica de México.



CAPITULO Illl. OBJETIVOS E HIPOTESIS
3.1. Objetivo general

Efectuar un analisis fitoquimico de la corteza de las ramas de A. adstringens y determinar

su capacidad antivirulencia y antipatogénica.
3.2. Objetivos Especificos:

¢ Identificar el acido masticadienonico, el acido 3a-hidroximasticadiendnico y los
acidos anacardicos en la corteza de ramas primarias y secundarias.

e Comparar la composicion quimica de los extractos acuosos de las cortezas
mediante el analisis de espectrometria de masas en tandem (MS/MS) y redes
moleculares (Molecular Networking).

e Determinar la actividad antipatogénica de un método tradicional con la corteza de
las ramas en un modelo murino de quemadura e infeccién con P. aeruginosa.

e Analizar la propiedad antivirulencia de la corteza de las ramas mediante la

inhibicion de factores de virulencia en P. aeruginosa.
3.3. Hipotesis

La corteza de las ramas primarias y secundarias de A. adstringens tiene una composicion
guimica y concentracion de metabolitos activos similar a la de la corteza del tallo, por lo

tanto, el mismo efecto farmacoldgico.



CAPITULO IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Caracteristicas generales del cuachalalate

Amphipterygium adstringens, es un arbol endémico de México que pertenece a la Familia
Anacardiaceae y comunmente se conoce como “cuachalalate”, aunque puede tener
nombres variados dados principalmente por los habitantes de los pueblos en donde
habita este arbol.

De acuerdo con la Base de datos del Jardin Botanico de Missouri (Tropicos | Name -

Amphipterygium adstringens), la nomenclatura taxonédmica del cuachalalate es:

Division Embriophyta

Clase Equisetopsida

Subclase  Magnoliidae

Orden Sapindales

Familia Anacardiaceae

Género Amphipterygium

Especie Amphipterygium adstringens (Schitdl.) Standl.
Sinénimos Juliana adstringens (Schitdl.) Schitdl. (1843)

La Familia Anacardiaceae comprende alrededor de 80 géneros y 873 especies
(Arbonnier, 2002; Nie et al., 2009). Ha sido relacionada con la Familia Julianaceae por la
anatomia de la madera y por su quimica de flavonoides. El género Amphipterygium ha
tenido diversos cambios taxondmicos a lo largo de los afios y actualmente en México se
reconocen cuatro especies: A. adstringens, A. molle, A. glaucum y A. simplicifolium

(Cuevas-Figueroa, 2005).

El cuachalalate es una especie de arboles dioicos y perennes que llega a medir hasta
diez metros de altura y aproximadamente 40 centimetros de diametro a la altura del
pecho (DAP). Presenta un eje principal con varias ramificaciones. Ramas pilosas a
glabrescentes, hojas compuestas imparipinnadas; peciolo de hasta 6.9 cm de largo,
piloso, base velutinoso; foliolos de 3 a 7, verdes, peciolo con abundantes tricomas en el

nervio principal; base cuneada; apice obtuso a redondeado; margen dentado a crenado
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en la porcion distal; superficie adaxial pilosa y superficie abaxial tomentosa o pilosa. La
inflorescencia masculina de 7 y 2 cm de largo, actinomorfica, inflorescencias en
paniculas tomentosas, inflorescencia femenina solitaria con pedunculos aplanados.
Fruto una samara, seco e indehiscente, de 2.5 a 5 centimetros de largo y persistente por
varios meses (Ordufio y Terrazas, 1998; Solares-Arenas y Galvez-Cortés, 2002; Cuevas-
Figueroa, 2005; Pennington y Sarukhan, 2005; Guzman-Pozos y Cruz-Cruz, 2014)
(Figura 1).

La floracion ocurre en la época de lluvias (mayo a julio), mientras que la fructificacién
inicia su desarrollo en agosto, y la dispersion alcanza su méaximo con el inicio del periodo
de sequia en octubre, algunos frutos persisten hasta por cinco meses (Luna-Nieves et
al., 2017).

Figura 1. Arbol de cuachalalate. a) Arbol de cuachalalate; b) fructificacion en el periodo de julio
de 2022; c) fruto alado (samara).



El cuachalalate es una especie dominante en la selva baja caducifolia de México a
Centroamérica, se distribuye en la vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Chiapas,
incluyendo la cuenca del rio Balsas. Se puede encontrar en los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Guerrero, Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas,

como se observa en la Figura 2.

Estados Unidos Mexicanos

Division Estatal

Figura 2. Mapa de distribucién de Amphipterygium adstringens en la Republica Mexicana.
Basado en Tropicos | Name - Amphipterygium adstringens Fuente: INEGI. Marco
Geoestadistico Nacional, febrero 2018.

4.2. Morfologia de la corteza

La corteza del tallo del cuachalalate es gruesa y dura, ornamentada de aspecto aspero,
de color café rojizo a café oscuro y con varias lenticelas. Tiene una corteza externa lisa
(peridermis) color grisaceo de 1 a 2 cm de grosor, en ocasiones presenta una apariencia

acostillada; corteza interna con floema secundario funcional de color rosaceo a
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blanquecino o rojizo, de entre 0.4 a 0.8 cm de grosor (Solares-Arenas y Galvez-Cortés,
2002). Algunos autores sefialan que el color rojizo de la corteza se asocia con los arboles
femeninos (Solares-Arenas y Galvez-Cortés, 2002), mientras que, otros autores sugieren
que la coloracién rojiza corresponde a los arboles machos (Beltran-Rodriguez et al.,
2021) (Figura 3). En este sentido, resulta interesante hacer estudios mas profundos para

evitar relaciones erréneas.

Figura 3. Corteza de cuachalalate. a) Corte transversal del eje principal de cuachalalate (Foto
Israel Castillo Juarez). Exudado (latex); b) corteza seca de ramas; c) corte longitudinal del
descortezamiento; d) corteza seca del tallo.

4.3. Fitoquimica

La corteza del cuachalalate se emplea tradicionalmente para tratar mas de 30
enfermedades, entre ellas el cancer de estdbmago, la Ulcera péptica, la diabetes, asi como

enfermedades causadas por agentes infecciosos farmaco-resistentes (Solares, 1995).

Su efecto terapéutico se atribuye a metabolitos secundarios presentes en la corteza, los

cuales son moléculas exclusivas de un grupo taxonémico de plantas, no son necesarios
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para su crecimiento y desarrollo, pero tienen la funcion de proteccion contra
depredadores y patégenos microbianos y son importantes para la comunicacion de las

plantas con otros organismos (Schafer y Wink, 2009).

Para conocer los compuestos presentes en la corteza, se han hecho diversos estudios
fitoquimicos a partir de la corteza del tallo. De acuerdo con los estudios realizados, se
reporta la presencia de tetraciclicos y pentaciclicos, acidos y aldehidos anacardicos.
Entre los compuestos mayoritarios se encuentran tritérpenos y fenoles de cadena larga
(Navarrete, 1988; Mata et al., 1991).

Entre los metabolitos secundarios de tipo terpenos y esteroles, destacan el acido 3-
epioleandlico, B-sitosterol, acido masticadienénico y 3a-acido hidroximasticadienoénico,
(Watson et al., 1987; Soriano-Garcia et al., 1987; Navarrete et al., 1989). Algunos de

estos compuestos se encuentran representados en la Figura 4.
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Figura 4. Moléculas de los compuestos mayoritarios de la corteza de A. adstringens: a) acido
masticadiendnico, b) acido 3 a-hidroximasticadienodnico, c) B-sitosterol, d) acido 3- epioleandlico
y e) acidos anacardicos (Tomado y modificado de Gonzalez et al., 1962; Navarrete et al., 1982;

Soriano-Garcia et al., 1987; Navarrete et al., 1988; Navarrete et al., 1989; Mata et al., 1991).

Se reporta que los acidos anacéardicos son cadenas saturadas de 15 a 19 atomos de
carbono, entre los cuales se encuentran el acido 6-pentadecil salicilico (C15:0), acido 6-
hexadecil salicilico (16:0), acido 6-heptadecil salicilico (17:0), acido 6-nonadecenil
salicilico (19:0); acido 6-[15"(Z)-nonadecenil]-salicilico (19:1) (Navarrete et al., 1989;
Mata et al., 1991; Rosas-Acevedo et al., 2006; Castillo-Juarez et al., 2007; Pérez-
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Contreras et al., 2022), acido 6[16"(Z)-nonadecenil]-salicilico, (C19:1) (Rivero-Cruz et al.,
2011).

Ademas, se han identificado naftalenos de cadena larga como el acido 3-dodecil-1,8-
dihidroxi-2-naftoico (Rivero-Cruz et al., 2005), acido (14b,24E)-3-oxolanosta-7,24-dien-
26-oico (Rivero-Cruz et al., 2005).

Otros trabajos reportan la presencia del acido 3a-hidroxi-6-oxo-7,24Z-tirucaladien-26-
oico, acido 3,7- dioxo-8,24Z-tirucaledien-26-oico, 3a-hidroxi-7-o0xo0-8,24Z-tirucaledien-
26-0ico, acido 7-11-dioxo-3a-hidroxi-8,24Z-tirucaledien-26-oico, acido 3,8-dioxo-7[3-
hidroxi-7,9-cicro7,8-seco-24Z-tirucaledien-26-oico, 3a-hidroxi-11a,12a-epoxi-oleonano-
28,13[3-olido, ocotillona (Makino et al., 2004).

También, se ha identificado la presencia de los terpenos en la resina-latex exudada, sin
embargo, es parcialmente renovable y para obtenerla se requiere lesionar la corteza, lo
cual la hace vulnerable a infecciones (Olivera-Ortega et al., 1999).

Por otro lado, a pesar de que el modo tradicional de uso es el extracto acuoso (EA), ha
sido poco estudiado y sélo se ha identificado una saponina esteroidea llamada
sarsasapogenina. Esta molécula se encuentra glicosilada con residuos de D-glucosa y
D-ramnosa (Gonzélez et al., 1962). Algo interesante que pasa al agitar el extracto acuoso

es la formacion de espuma, lo cual indica la presencia de dichas saponinas (Figura 5).
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Figura 5. Extracto acuoso de cuachalalate, con presencia de saponinas.
4.4. Importancia etnobotanica

Entre las primeras evidencias del uso de la corteza de cuachalalate esta la descrita por
Méndez (1954), como adstringente por la cantidad de taninos que contiene. De acuerdo
con Martinez (1944), “el extracto resultante del cocimiento de esta corteza se usa como
endurecedor de encias, cura la fiebre intermitente y el agua la usan para lavar heridas

cronicas”.

La decoccién de la corteza se toma como agua de tiempo o se aplica en fomentos sobre
los tumores o "cancer". Se usa en lavados vaginales cuando se presentan infecciones
en la vagina, fiebre puerperal, flujo en mujeres, frio, inflamacién, infeccion o caida de la
matriz y caida de ovarios. Los reportes también lo mencionan para malestares digestivos,
para el higado, la vesicula, para inflamacion o infeccion intestinal, para la tos, para fiebres
intermitentes, caida del cabello, antidiabético, rozaduras de bebés, piquetes de animales

venenosos, entre otros (Hersch-Martinez, 1995; Argueta et al., 1994; Olivera et al., 1999).

La principal forma de uso es la toma del EA y la aplicacion de la corteza molida o
pulverizada sobre las lesiones a tratar. Para las enfermedades cutaneas la corteza
pulverizada se aplica directamente sobre la piel o es preparada con agua y se lava
localmente. En algunos casos se utiliza la goma o la resina de la corteza para tratar

granos y abscesos (Wences, 2010). La corteza se macera o se hierve en agua hasta que
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tome color y se bebe como agua de tiempo para aliviar las Ulceras gastricas (Gomez-
Cansino et al., 2017). Sus propiedades son diversas y de acuerdo con Solares (1995)

son mas de 30 usos terapéuticos.

Durante las ultimas décadas se han corroborado las propiedades biologicas de la corteza
del tallo e identificado diversos compuestos bioactivos obtenidos a partir de extractos
organicos de polaridades media y baja. Las propiedades que se le atribuyen son diversas

y algunas se mencionan en el Cuadro 1:
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Cuadro 1. Propiedades medicinales de A. adstringens.

Propiedad

Referencia

Anticancerigena

Gonzalez et al., 1962; Makino et al., 2004; Oviedo-
Chavez et al.,, 2005; Rosas-Acevedo et al., 2006;
Ramirez-Leén et al.,, 2012; Rodriguez-Garcia et al.,
2015; Alam-Escamilla et al., 2015; Gnanaprakasam et
al., 2021; Galot-Linaldi et al., 2021; Piién-Zarate et al.,
2022

Gastroprotector

Navarrete et al., 1990; Navarrete et al., 1998; Navarrete
et al., 2005; Arrieta et al., 2003

Antiinflamatoria

Olivera et al., 1999; Oviedo-Chavez et al.,, 2004;
Rodriguez-Canales et al., 2016

Antimicrobiana

Rivero-Cruz et al., 2005; Rivero-Cruz et al., 2011;
Rodriguez-Garcia et al., 2015; Castillo-Juarez et al.,
2007; Castillo-Juérez et al., 2009; Castillo-Juéarez et al.,
2013.

Antivirulencia

GOmez-Salgado et al., 2024

Antifangica

Bravo et al., 2000

Cicatrizante

Resenos, 2003; Pérez-Contreras et al., 2022.

Hipercolesterolémico

Mata et al., 1991.

4.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista Gram negativo que tiene la forma

de baston de aproximadamente 1 a 5 yM de largo y 0.5 a 1.0 yM de ancho y pertenece

a la Familia Pseudomonadaceae (Diggle y Whiteley, 2020). Es un importante agente

causal de infecciones de heridas y nosocomiales, ademas, se pueden multiplicar

facilmente en pacientes inmunocomprometidos. Dentro de la lista de “Patégenos

Prioritarios Resistentes a Antibiéticos” se encuentra como categoria de prioridad critica

(Ganesh y Rai, 2016).
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Es el principal microorganismo identificado en pacientes con quemaduras graves que
genera factores de virulencia que le permiten establecerse, dispersarse e incluso causar
sepsis. Los brotes de P. aeruginosa en las unidades de quemados siguen estando
asociados a tasas de mortalidad elevadas de hasta un 60 % (Richard et al., 1994). Debido
a sus mecanismos de patogenicidad y a la resistencia a antimicrobianos que han

desarrollado, resulta dificil el tratamiento de las infecciones causadas por este agente.
4.6. Virulenciay patogenicidad de P. aeruginosa

Los factores de patogenicidad que presenta P. aeruginosa se dividen en dos grupos: los
factores asociados a la célula bacteriana y los factores secretados. El primer grupo
involucra al flagelo (que da motilidad a la célula) y el lipopolisacarido (LPS) que da la
capacidad de adherirse a la mucosa de vias respiratorias. Asi mismo, contiene otras
proteinas que desencadenan la secrecion de péptidos antimicrobianos por el sistema
inmune, la liberacion de trampas extracelulares mediadas por neutréfilos (NET’S) y posee
la capacidad de ser reconocida por diversos receptores.

Otro factor que contiene es un pili tipo 1V que le confiere la capacidad de adherirse y
tener otro tipo de movilidad llamada “swarming”. Contiene diversas proteinas motoras y
otras para la transduccion de energia quimica ATP (trifosfato de adenosina). También
estd asociada a dos proteinas lectinas solubles, presentes en la membrana exterior de
la bacteria, que participan en la adhesién hacia la célula del hospedero, induciendo dafio
y la formacion de biopeliculas.

Los factores de virulencia secretados poseen la secrecién de toxinas, P. aeruginosa
tiene cinco (I, II, 1, 1V, V). El tipo Il (SST3) es el principal factor de patogenicidad
asociado a la secrecion de toxinas como Exo A, Exo T, Exo S, Exo Uy Exo Y, que pueden

llegar a inducir apoptosis (Diggle y Whiteley, 2020).

En ratones se ha observado que la proteina Exo S induce apoptosis de células
endoteliales, linfocitos T, macréfagos y células epiteliales de las vias aéreas (Jia et al.,
2006). La proteina Exo T estéa relacionado con el retraso de la cicatrizacion de heridas
aumentando la capacidad de establecerse de la bacteria P. aeruginosa. (Hauser, 2009).

15



Finalmente, otro factor secretado es el pigmento piocianina, el cual puede ocasionar

efectos proinflamatorios y oxidativos que dafan a las células.

El guorum sensing (QS) es un factor ampliamente estudiado, el cual es un proceso de
comunicacion célula-célula bacteriana en el que las células producen, detectan y
responden a moléculas sefal extracelular llamadas autoinductores o acil-homoserina
lactona (AHL). Estas moléculas dependen de la densidad de bacterias que coordinan la
expresion de genes. Es asi como, el QS controla comportamientos colectivos como la

formacion de biopeliculas, la cual las hace mas resistentes a antibioticos.
4.7 Propiedades antivirulencia y antipatogénica de A. adstringens

La antivirulencia es un mecanismo antibacteriano que interfiere en la capacidad de los
patdgenos para establecerse mediante el bloqueo de la sintesis de sus factores de
virulencia (Castillo-Juarez et al., 2015). En este sentido, se ha reportado que el extracto
de hexano de la corteza del tallo y los acidos anacardicos del cuachalalate reducen la
actividad de elastasa, la produccion de piocianina y ramnolipidos de P. aeruginosa
(Castillo-Juarez et al., 2013). Ademas, los acidos anacardicos inhiben la secrecién de la

fosfolipasa ExoU (Castillo-Juéarez et al., 2022).

Por otro lado, el extracto acuoso liofilizado también inhibe la produccion de piocianina 'y
la actividad elastolitica en bacterias (Gémez-Salgado et al., 2024). Recientemente, se
demostrd la capacidad antipatogénica de la corteza del tallo del cuachalalate en un
modelo animal quemado e infectado con Pseudomonas aeruginosa (Gomez-Salgado et
al., 2024). ElI método tradicional combina el lavado del tejido quemado con el extracto
acuoso Yy la aplicaciéon de la corteza pulverizada, o que aumenta la supervivencia de los
ratones al reducir el establecimiento de P. aeruginosa y la sepsis (Gomez-Salgado et al.,
2024).

Es importante destacar que el extracto acuoso, o los extractos de mediana y baja
polaridad, carecen de actividad bactericida contra P. aeruginosa (Castillo-Juarez et al.,
2013, Pérez-Contreras et al., 2022); por lo tanto, se sugiere que sus efectos
antibacterianos es debido a sus propiedades antivirulencia (Castillo-Juarez et al., 2013;
GoOmez-Salgado et al., 2024).

16



Por otra parte, la composicion quimica de los extractos acuosos de la corteza del tallo ha
sido menos estudiada, aunque se sugiere la presencia de saponinas debido a que, al
agitarlo vigorosamente, genera espuma (Gonzalez et al., 1962, Gomez-Salgado et al.,
2024). De igual manera, no obstante que no contiene los triterpenos (masticadiendnico
y 3 a-hidroximasticadenodnico) y acidos anacardicos (Gomez-Salgado et al., 2024) se ha
reportado que posee propiedades gastroprotectoras (Navarrete et al., 1990),
antiinflamatorias (Oviedo-Chavez et al., 2004), inmunomoduladoras (Ramirez-Ledn et
al., 2012), antitumorales (Gonzalez et al., 1962), antipatogénicas (Gomez-Salgado et al.,

2024) y antivirulencia (Castillo-Juarez et al., 2013, Castillo-Juéarez et al., 2022).

En estudios recientes confirman la presencia de sarsasapogenina aislada de la corteza
del tallo mediante extraccion supercritica con CO2 (Arenas-Quevedo y Gracia-Fadrique,
2024). Ademas, el analisis de redes moleculares se determind en el extracto acuoso la
presencia de derivados terpenoides del acido cdélico y panaxatriol, flavonoides como
kaempferol-3-O-glucésido y catequinas como epicatequina, galato de epigalocatequina
y galato de catequina (GOmez-Salgado et al., 2024).

De tal manera, que las propiedades bioactivas del cuachalalate, en particular las
relacionadas con su capacidad antipatogénica y su actividad antivirulencia, son muy
prometedoras para desarrollar opciones de tratamiento efectivas y sostenibles para
pacientes con quemaduras infectados con bacterias resistentes a los antibiéticos
(Castillo-Juarez et al., 2013; GOmez-Salgado et al., 2024).

4.8. Descortezamiento de A. adstringens

Dadas las propiedades que presenta el cuachalalate, su uso ha aumentado y por
consiguiente se lleva a cabo el descortezamiento no controlado del arbol. La corteza de
cuachalalate se comercializa en mercados locales o regionales. Principalmente los
recolectores de la corteza son habitantes de la localidad, sin embargo, también se da el
caso de que las personas de otras localidades lleven a cabo el descortezamiento, pero,
sin considerar la profundidad de corte ni la superficie descortezada, ocasionando dafios

en los tejidos vitales de los arboles.
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Solares et al. (2012), mencionan que las principales areas de oferta y demanda de la
corteza de cuachalalate son el estado de Morelos, la Mixteca poblana y el norte de la
cuenca del Rio Balsas, la recoleccion promedio anual es de 57.5 toneladas. Detectaron
cinco canales de comercializacion que corresponden al Canal de exportacion; Canal de
acopiadores de Puebla-Tlaxcala; Canal centro de acopio Axochiapan, Morelos; Canal de
comercializacion en mercados de Morelos y; el principal canal de abastecimiento es el
mercado de Sonora en la Ciudad de México, ya que es el medio por el cual se llega a los
otros mercados de abastecimiento. En todos los canales de comercializacion, el

recolector es el que recibe la porcion mas pequefia del precio final.

A pesar de su importancia terapéutica, actualmente el cuachalalate solo ha sido
catalogado en 2019 como una especie Vulnerable por la Union Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (UICN).

Es por ello que, se han propuesto estrategias de manejo sustentable de este recurso,
como es el “Manual para una produccion sustentable de corteza de cuachalalate”,
publicado por el INIFAP, en donde se presentan técnicas de descortezamiento, en donde
se sugiere descortezar en placas de 60 cm de longitud y 50 % del perimetro del arbol,
ademas, se recomienda que por ningun motivo se deben descortezar arboles menores
de 10 afos; se presentan tablas de productividad y manejo de plantaciones (Solares-

Arenas y Galvez-Cortés, 2002).

También se ha evaluado la capacidad de regeneracion en el grosor y lateral de la corteza
de cuachalalate y se reporta que esta tiene una alta capacidad de regeneracion, aunque
esto depende de diversos factores, como la temperatura, la temporada de lluvia o secas,

el sexo del arbol, entre otros factores (Solares et al., 2006).

Asi mismo, Beltran-Rodriguez et al. (2021), reportan que la capacidad de regeneracion
es mejor en arboles cosechados en la estacion humeda que en la seca, esto
independientemente del sexo del arbol. Aunque se observd que los arboles hembras
presentan una mayor capacidad de regeneracion (de un 93 %) que los arboles machos
(89 %), cuando son descortezados en temporadas humedas y con un 50 % de

descortezamiento. Sin embargo, no se recomienda hacer un descortezamiento selectivo,
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ya que esto provocaria alteraciones en las poblaciones silvestres del cuachalalate. El
efecto por descortezamiento no solo modifica la estructura espacial y poblacional del
cuachalalate, sino que también influye en la proporcion de sexos, afectando asi la
conservacion a largo plazo de A. adstringens (Beltran-Rodriguez et al., 2024).

Por otro lado, son pocos los estudios de composicion quimica que se han hecho
relacionados con la época de cosecha y el sexo del arbol. De acuerdo con Olivera et al.
(1999), el acido masticadienonico y el 3-a hidroximasticadiendnico presentan diferentes
concentraciones en la corteza. En é&rboles femeninos se identific6 una mayor
acumulacion de terpenos, presentandose el 4cido masticadiendnico en mayor proporcion
en el mes de febrero, de un 0.89 %, mientras que en el mes de noviembre la proporcion

fue de 0.24 % en peso seco.

A partir de la resina-latex exudada se ha identificado la presencia de los principales
terpenos ya reportados en cuachalalate, sin embargo, no se recomienda el
descortezamiento del arbol, ya que para obtener la resina se requiere lesionar la corteza
haciéndola vulnerable a infecciones, ademas tampoco se ha cuantificado la

concentracion de estos terpenos (Olivera et al., 1999).

Un aspecto importante por mencionar es que no se ha realizado un analisis de la
concentracion de otros compuestos activos como son los acidos anacardicos, los cuales
tienen un gran potencial anticancerigeno, ni del acido 3-epioleandlico (con propiedad
gastroprotectora).

Finalmente, hasta el momento no se han realizado estudios relacionados con posibles
diferencias de actividad bioldgica (eficacia farmacoldgica) en funcion del sexo, época de
colecta, entre otros. Aunque se reporta que las plantas responden bien al descortezado
profundo, el cual incluye xilema secundario funcional, lo ideal es ocupar partes
renovables como las hojas, los frutos y las ramas, que permitan un uso sostenible de

este recurso.
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4.9. Anédlisis por redes moleculares

Las moléculas de origen vegetal representan una porcion quimica importante dentro del
basto universo de los productos naturales, la mayoria de ella sin explorar. En particular
muchas innovaciones en el campo del andlisis de mezclas complejas han tenido un gran
avance en afos recientes (Porras et al., 2021). En este sentido la desreplicacion
(identificacidon de compuestos conocidos) es fundamental para identificar de manera
rapida moléculas conocidas dentro de extractos o mezclas altamente complejas (Allard
et al., 2016). En particular, el uso de cromatografia liquida acoplada a la espectrometria
de masas de alta resolucion (LC-HRMS) acoplada a espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) ha dado buenos resultados.

Esta metodologia genera una gran cantidad de informacion detallada sobre la
composicién gquimica de extractos altamente complejos (Allard et al., 2016). De tal
manera, que el andlisis de la gran cantidad de informacion, requiere de enfoques
bioinformaticos para procesamiento de datos con acceso a bases de espectros de masas

y patrones de fragmentacién de moléculas conocidas.

Una de las herramientas informaticas mas relevantes dentro del estudio de los productos
naturales son las Redes Moleculares (RM) (Molecular Networking) que facilitan la
identificacion y agrupacion de moléculas. Las RM se introdujeron en 2012 y hoy en dia
representan una herramienta novedosa de desreplicacién que se basa en la organizacion
de una gran cantidad de espectros de masas en tandem (MS/MS), agrupandolos en
relaciéon con la base de datos de compuestos conocidos (Wang et al., 2016). Uno de los
repositorios de datos MS/MS mas grande del mundo es la Red Social Molecular de
Productos Naturales Globales (Global Natural Products Social Molecular Networking
(GNPS) (Porras et al., 2021).
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CAPITULO V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio

La recolecta del material bioldégico se hizo con autorizacion del sefior Daniel Aguilar
Arista, dueno del terreno ubicado en la localidad de “Chiautla de Tapia”, estado de
Puebla, en las Coordenadas 18°15'30.30”, 98°35°'0.9”, con una altitud de 1020 msnm,
durante el mes de julio del afio 2022 (Figura 6).

-100°0" -98°0" -96°0"

Mexican Republic

State of Puebla

Scale 1:604363 A
Projection: ITRF 2008 | ke 150
Zone: 14 v 2

Date: April 2024 -100°0" -98°0" -96°0

Figura 6. El Centro sur de México es la principal area de distribucion de A. adstringens. En
Chiautla de Tapia, Puebla, la corteza del tallo se vende localmente. Sin embargo, las técnicas
destructivas de descortezado y el cambio de uso del suelo para la agricultura y la ganaderia
han reducido drasticamente las poblaciones naturales del arbol. En la foto se muestran mujeres
de origen mixteco y el Sr. Daniel Arista Aguilar en un bosque de cuachalalate de su propiedad.

5.2. Colecta de material vegetal

Se hizo un muestreo no probabilistico, se seleccionaron y marcaron 10 arboles de
didmetro de tallo principal entre 30 y 55 cm (Figura 7) de los cuales se tomaron muestras
de aproximadamente 40 cm de corteza del tallo (Figura 8) y se corté una rama con ramas
adyacentes. Las muestras se etiquetaron con la informacion de procedencia: fecha, sitio,
municipio, didmetro del eje principal y sexo del arbol. Se tomaron ejemplares con frutos
y hojas para hacer la identificacion taxonémica con el apoyo del Dr. Jorge Alberto
Gutiérrez Gallegos, y un ejemplar se resguard6 en el Herbario de la Facultad de Estudios
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Superiores Zaragoza (FEZA) de la UNAM con numero de etiqueta de identificacion FEZA
19745 (Holmgren et al., 1990).

Figura 7. Representacion de los arboles de cuachalalate seleccionados y marcados para su
posterior recolecta.
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Figura 8. Arbol de cuachalalate. Corteza del tallo principal de aproximadamente 40 cm.

En el laboratorio se clasificaron las ramas: la primera division se considerdé como la rama
primaria, la segunda divisibn como la rama secundaria y asi sucesivamente (Figuras 9y
10), cada una de ellas se descortezaron. Todas las muestras se secaron al aire libre y al

sol, posteriormente se trituraron con un molino mecanico.
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Figura 9. Arbol de cuachalalate. Representacion de las ramas primarias (RP), secundarias
(RS) y corteza del tallo (CT).
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Figura 10. Arbol de cuachalalate. Rama de aproximadamente 1.5 m, junto a un machete.
Representacion de las ramas primarias (RP) y secundarias (RS).

5.3. Extractos organicos con acetato de etilo

Una vez que se obtuvo la corteza molida, se tomaron 10 g de cada muestra y se hizo
una extraccién continua con aparato Soxhlet con 250 mL de acetato de etilo (J.T. Baker)
(7:3). Se hicieron tres reflujos, de aproximadamente dos horas. El disolvente se elimind

por presion reducida con un evaporador rotatorio (BUCHI-R114) (Figura 11).

25



10 gr de corteza molida Evaporador rotatorio Extractos acetato de etilo
con 250 mL de acetato de etilo

3 reflujos (1-2 horas)

\ // .

Figura 11. Proceso para la obtencion de los extractos de las cortezas con acetato de etilo.

La identificacion preliminar de los compuestos del extracto de las cortezas con acetato
de etilo, se hizo mediante cromatografia en capa fina (CCF) utilizando las referencias del
acido masticadiendnico, el acido 3-a-hidroximasticadiendnico y 4cidos anacardicos que
son los principales metabolitos bioactivos identificados en la corteza del tallo.

Se utilizaron cromatoplacas de aluminio recubiertas de gel de silice (TLC silica Gel 60
F254 Merck de 0.25 mm de espesor con soporte de aluminio de 20 x 20 cm). El sistema
de elucion fue hexano-acetato de etilo (7:3) y se reveld con vainillina + acido sulfurico al
1 %.

5.4. Extractos acuosos

Se prepararon extractos acuosos de las tres cortezas (del tallo, ramas primarias y ramas
secundarias). Se usaron 10 g de corteza en 200 mL de agua, las cuales se llevaron a
decoccion durante diez minutos. El extracto obtenido se guardd en tubos falcon en
congelacion. Posteriormente, las muestras se colocaron en la liofilizadora durante tres
dias. Una vez liofilizadas las muestras, se disolvieron en metanol (45 mL) y se dejaron
en agitacién durante una noche. Luego se filtraron las muestras con papel Whatman No.

1y el filtrado se evapord en un evaporador rotatorio (BUCHI-R114). El concentrado se
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recuperd con un poco de metanol y se guard6 en tubos eppendorf para el analisis de

redes moleculares.
5.5. Cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC)

Se tomaron 10 mg/mL de los extractos con acetato de etilo (EtOAc) y se disolvieron en
metanol por sonicacion durante tres minutos. La separacion de las muestras se hizo en
placas HPTLC de gel silice (20 X 10 cm, F254) adquiridas en Merck (Darmstadt,
Alemania). El analisis se hizo en un sistema CAMAG-HPTLC (Muttenz, Suiza) equipado
con un aplicador de muestras (ATS4), un desarrollador de camara automatico (ADC2),
un visualizador (version 2), un derivatizador de inmersion automéatico (version 1.0 AT) y

una placa caliente (version 3).

Todos los extractos se aplicaron en bandas de 6 mm con 10 mm entre cada banda. Habia
20 mm desde el borde izquierdo y derecho de la placa hasta cada muestra del borde, y
las muestras se aplicaron 10 mm por encima del fondo de la placa cromatogréafica. Se
aplicé una muestra de control de calidad de todas las muestras, en el extremo derecho

de cada placa cromatogréfica.

Las muestras se separaron con un sistema de elucion de hexano: EtOAc (7:3, v/v). El
tiempo de saturacion de la camara se fijé en 20 minutos y la humedad se fij6 en 47 %
utilizando una solucion saturada de KSCN. Después del desarrollo, las placas se secaron

y derivatizaron automéaticamente con anisaldehido sulfarico a 100 °C por tres minutos.

Las imagenes de las placas se obtuvieron bajo luz blanca de reflectancia/transmision.
Para la representacion visual y el analisis de datos multivariados, las imagenes de las
placas se procesaron con rTLC (Fichou et al., 2016). Las dimensiones de extraccion de
datos fueron las mismas utilizadas para la aplicacién de la muestra. Para la extraccion
de datos, se utilizaron 28 pixeles como dimensién de integracién y los datos del canal
gris se normalizaron con la muestra de control de calidad de cada placa correspondiente

y se utilizaron para analisis posteriores.

El andlisis de componentes principales (PCA) se realiz6 utilizando informacion entre el

rango de Rf 0.14 — 0.37, que correspondia a las bandas de acido anacardico, acido
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masticadienonico y acido 3a-hidroximasticadienonico. EI modelo se amplié segun la
varianza unitaria (VU) y el gréfico de puntuacion se colored segun el tipo de rama. Este
analisis se hizo con apoyo del Dr. Luis Francisco Salomé-Abarca. En la Figura 12 se

puede observar el equipo para llevar a cabo el andlisis por HPTLC.

Fi"ura 12. Imagen representativa del equipo automatizado para el andlisis de las muestras por
HTPLC. Imagen tomada y cedida por Marina Vera Ku del CICY.

5.6. Redes moleculares

Se efectud con el apoyo del Dr. José Rivera Chavez del Instituto de Quimica de la UNAM.
Las muestras del extracto acuoso liofilizadas y extraidas con metanol, se disolvieron en
dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracion de 2 mg/mL y se sometieron a un sistema
HPLC-EM-SQ-TOF Agilent G6530AB. Se logro la separacion utilizando una columna de
fase inversa Gemini-NX C18 (3 um, 2.0 x 75 mm; Phenomenex) con un sistema de
elucién binario de CH3CN-H20 (&cido formico al 0.1 %). El gradiente inici6 en una
proporcion de 15:85 y alcanzé gradualmente 100:0 durante un periodo de ocho minutos,
seguido de una retencion isocratica de 1.5 minutos. El flujo se mantuvo constante a 0.4
mL/minuto.

28



Para el analisis de espectrometria de masas, se emple6 el modo de ionizacidn positiva
dentro del rango de 100 a 2500 m/z, con los iones mas abundantes seleccionados por
ciclo para la fragmentacion utilizando el modo automaético (Auto MS?).

Para el procesamiento de datos se hizo un andlisis clasico para Molecular Network (MN)
en el Sitio Web GNPS. Los archivos sin formato (.d) se convirtieron en archivos mzML,
utilizando el programa MSConvert2 y luego fue transferido al servidor GNPS para su
analisis. Para el analisis de MN, se aplicaron parametros especificos: se filtraron los
iones del fragmento MS? dentro de + 0.5 Da del precursor m/z, y las tolerancias tanto

para el precursor como para las fragmentaciones se establecieron en 0.5 Da.

Para formar conexiones entre los nodos de la red, se asignaron valores de borde en
funcién de una puntuacion de coseno superior a 0.7 y al menos seis picos deben ser
alineados. Posteriormente, los picos MN se compararon con los presentes en las
bibliotecas espectrales GNPS. Para garantizar la coherencia los espectros de la
biblioteca también se filtraron utilizando los mismos pardmetros. Para obtener
informacion sobre la diversidad estructural de las moléculas contenidas en las muestras,

se realizé un analisis MolNetEnhancer.3.

La visualizacion grafica y la edicion de las redes moleculares se realizaron utilizando

Cytoscape 3.9.1,4 y a los grupos se les asignaron colores segun la subclase quimica.

5.7. Evaluacién de la actividad antipatogénica de un método tradicional con la

corteza de las ramas

Para la evaluacion del método tradicional con la corteza de las ramas de cuachalalate se
prepararon los extractos acuosos y se pulverizaron las cortezas como se indica en

Gomez-Salgado et al. (2024) y que se ilustra en la Figura 13.

Para el extracto acuoso, se usaron 50 g de la corteza de las ramas primarias y
secundarias. Las muestras se pusieron en decoccién con un litro de agua potable (Epura
®) durante diez minutos de ebullicibn. Posteriormente, el extracto se vacié en tubos

falcon y se guardo en congelacion para ser usados durante los tratamientos.
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Figura 13. a) Extractos acuosos de corteza de cuachalalate; b) corteza pulverizada.

Modelo animal: La actividad antipatogénica se determiné en un modelo de quemadura
e infeccion con P. aeruginosa en ratones (DelLeon et al., 2009). Se utilizaron ratones
hembra de la cepa CD1 de seis a ocho semanas Yy el desarrollo experimental se realizo
en el Laboratorio de Investigacion y Aplicacion de Fitoquimicos Bioactivos, siguiendo las
indicaciones de la NOM-062-Z0O0-1999 para manejo y uso de animales de laboratorio.
El protocolo fue previamente aprobado por el Comité de Bienestar Animal del Colegio de
Postgraduados (nimero de protocolo: COBIAN/016/23) (Anexo 1).

Preparacién de los animales: Veinticuatro horas antes de inducir la quemadura y la
infeccion, los animales se anestesiaron via intraperitoneal con 24 mg/kg de pentobarbital
sédico (Pisabental, PiSA) y se elimino el pelo del dorso con rasuradora eléctrica (Wahl)
y removedor tépico (Loquay®). Se alojaron de 10 a 15 ratones por jaula (32 x 47 x 20
cm) en camas de aserrin estéril, con acceso libre al alimento (Lab rodent diet 5001,
LabDiet ®) y agua, con un ambiente controlado de 23 a 27 °C y ciclos de luz oscuridad
de 12 horas.

Preparacién del indculo: Un mililitro de cultivo de P. aeruginosa PA14 crecido por una
noche en medio LB se ajusté a una D.O. 600 nm = 0.08, que equivale a 106 - 107 unidades
formadoras de colonias (Spectronic®, Genesys™). Posteriormente, el cultivo bacteriano
se lavé con solucién inyectable estéril y centrifugd a 4000 x g (Microfuge E BECKMAN)
durante cinco minutos. Este proceso se repitid dos veces y la pastilla bacteriana final se

homogeniz6 en un mililitro de solucién para inocular en las lesiones de los animales.
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Desarrollo experimental: El primer dia se anestesiaron via intraperitoneal con 24 mg/kg
de pentobarbital sédico (Pisabental, PiSA). Posteriormente, los ratones se colocaron en
un templete metalico con una abertura de 1 x 2 cm, para exponer la zona dorsal afeitada
en agua a 90°C durante diez segundos y producir una quemadura de tercer grado
(DeLeon et al., 2009).

Después del procedimiento, se mantuvieron en una fuente de calor (lampara
incandescente) para evitar la muerte por hipotermia debida a la alta dosis del anestésico
empleado. Posteriormente, se inocularon en la lesién 0.1 mL de in6culo bacteriano (108
UFC) de P. aeruginosa PA14WT (Figura 14). Inmediatamente después, se aplicéd la
terapia de reemplazamiento de fluidos que consiste en una inoculacién subcutanea de
0.1 mL de solucion Hartman (solucion HT, PiSA). A su vez, se hizo la cuenta viable para
determinar las UFC (Reynolds, 2005). Del in6culo final se tomaron 100 pyL de bacterias
y se hicieron diluciones seriales 1/10, en volumenes de 900 pL de agua inyectable. Se
tomaron las diluciones pares y se sembraron en placas de medio LB + agar. Estas se

incubaron a 28° C durante 3 dias.

Dial Dias 2-11 Dia 12
#4
Lesion e Tratamiento Sacrificio y recuperacién Machacado b Diluciones
Infeccién de ratones Lavado y aplicacion de lesién e higado de tejido y siembra de
de corteza pulverizada machacado

Control de ?

Supervivencia de
los ratones

Figura 14. Modelo murino de lesion e infeccién con P. aeruginosa.

En ese mismo dia, después de la infeccion se aplicaron los tratamientos con corteza de
acuerdo con el método descrito por GOmez-Salgado et al. (2024), que consiste en hacer
lavados de la herida con el extracto acuoso de la corteza (al 5%) y la aplicacion de la

corteza pulverizada hasta cubrir la lesion (Figura 15).

Grupos experimentales: Se consideraron tres grupos con n de diez animales: (TO) es

el grupo control sin tratamiento; (T1) grupo al que se le hizo lavado con extracto acuoso
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y se colocé corteza pulverizada de ramas primarias y (T2) grupo al que se le hizo lavado
con extracto acuoso y corteza pulverizada de ramas secundarias. El tratamiento se aplico
cada 24 horas durante 12 dias, se observo el estado general de los animales y se registréd
la mortalidad cada 24 horas. Para reducir las molestias en los animales se administro

analgésico (Tempra) en sus bebederos.
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Figura 15. Aplicacion de tratamiento por el Método tradicional (Gomez-Salgado et al., 2022).

Tomade muestras: Pasados los 12 dias de tratamiento, los ratones fueron anestesiados
con pentobarbital sédico y sacrificados por dislocacion cervical para recuperar lesion e
higado y determinar la presencia de la bacteria mediante el método de recuento viable y
se expresaron en UFC/g de tejido.

El material se dejo preparado un dia previo. Se consideraron dos tubos falcon por cada
raton y siete tubos eppendorf con 900 puL de agua inyectable para hacer las diluciones.

De cada uno de los ratones sobrevivientes, se tomo la lesion y una parte de higado y se

32



colocaron en tubos falcon con 3 mL de agua inyectable, se homogenizaron y del
sobrenadante de cada tubo se tom6 100 uL para hacer diluciones seriales 1/10, en
volumenes de 900 pL de agua inyectable y las placas se incubaron a 37 °C durante dos
dias (Figura 16).

- r W
Modelo de lesion \ "” 1
e @ Ratones @ % B ﬂ ﬁ @ Infeccién con
(P aeruginosa) rasurados # . P. aeruginosa
J !
NOM-062-200-1999 Quemadura

Comité de Bioética del Colegio de
Postgraduados COBIAN/007/21

Figura 16. Diagrama general de aplicacion del método tradicional.
5.8. Evaluacién de la actividad antivirulencia

Debido a que P. aeruginosa es una bacteria patdgena que usa los sistemas de
percepcion de quorum para regular los mecanismos que median el dafio del hospedero
(Castillo-Juarez et al., 2013), se evalud la actividad antiquorum sensing de los extractos
con acetato de etilo de la corteza del tallo del cuachalalate y de la corteza de las ramas
primarias y secundarias. Los factores que se evaluaron fueron la formacion de

biopeliculas, la actividad caseinolitica y la actividad piocianina.

Cepas bacterianas: Se utilizdé P. aeruginosa PA14 silvestre y AlasR/ArhIR que es una
doble mutante QS como control positivo. Se reactivaron previamente en placas con
medio Luria-Bertani (LB) (Sigma-Aldrich) colocadas en una camara con ambiente
controlado a 37 °C durante 24 h (Thermo Scientific ®).

Extractos con acetato de etilo: Los extractos se prepararon de soluciones madre de 10
mg mLy se usaron a concentraciones finales en los ensayos in vitro de 250, 500 y 1000

pg mL2,
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5.8.1. Formacién de biopelicula

Los cultivos previos se ajustaron a una D.O. 660 nm = 0.1, se transmitieron a tubos de
vidrio y se incubaron durante 48 h a 28 °C (de Oca et al., 2015). Posteriormente, los
tubos se lavaron con agua destilada y se secaron a 40 °C. Después de agregar 1 mL de
cristal violeta al 0.1 % e incubar durante 20 minutos, se repiti6 el procedimiento.
Finalmente, el cristal violeta se solubiliz6 con 1 mL de etanol al 80 % y se midi6 la

absorbancia a 570 nm. Los datos se normalizaron con crecimiento bacteriano a 660 nm.
5.8.2. Actividad caseinolitica

Los cultivos se centrifugaron a 13, 000 rpm durante dos minutos. En microplacas de 96
pozos (Sarstedt), se mezclaron 5 pL de sobrenadante con 100 pL de azocaseina al 1.2
% (Tris-base 20 mM, CaCl2 1 mM, pH 8) y se incubaron a 37 °C durante 35 minutos.
Luego se transfirieron 50 uL de la mezcla de reaccion a tubos con 200 uL de HNO3 al 1
% (la agitacion fue suave) y se centrifugaron a 13, 000 rpm durante dos minutos.
Finalmente, en la placa con 96 pozos, se mezclaron 50 pL del sobrenadante con 150 pL
de NaOH al 0.5 % y se midi6 la D.O. a 440 nm (Victor NIVO).

5.8.3. Produccidn de piocianina

La piocianina se obtuvo siguiendo el método descrito por Juarez-Rodriguez et al. (2021).
Las bacterias PA14 WT, AlasR/ArhIR, se reactivaron en 5 mL de LB liquido y agitacion a
200 rpm (Heidolph, Multi Reax) en una camara con ambiente controlado, 37 °C durante
24 h. Se tom6 1 mL del cultivo, el cual se ajustd a una D.O. 600 nm = 0.08, que equivale
a 107-108 UFC. Los cultivos bacterianos se lavaron dos veces (4000 x g (Microfuge E
Beckman), durante cinco minutos) con PBS y se suspendieron en 1 mL de LB.
Posteriormente, se adicionaron los extractos para obtener las concentraciones finales de
los tratamientos. Las muestras se incubaron a 37 °C, 200 rpm por 24 horas. Finalmente,
se centrifugaron a 4000 x g y cinco min y recuperé 0.8 mL de los sobrenadantes. Se
agregaron 0.40 mL de cloroformo a los sobrenadantes y agitaron en un vortex (vortice 2,
IKA®) durante dos minutos. Después se centrifugaron (4000 x g y 5 min) y se recuperé

la fase organica, a la cual se afiadié 0.08 mL de acido clorhidrico 0.2 N. Las muestras se
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agitaron vigorosamente durante un min, luego a 0.65 mL de la fase acuosa se agregaron

0.65 mL de agua destilada. La piocianina se cuantifico a una D.O. de 520 nm.
5.9. Andlisis estadisticos

Los datos experimentales se analizaron con SigmaPlot version 14.0 (Systat Software
GmbH, Erkrath, Alemania). En los pies de figura se indican las diferentes pruebas
estadisticas paramétricas y no paramétricas utilizadas (Figura 23).
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CAPITULO VI. RESULTADOS
6.1. Caracteristicas generales de la corteza de cuachalalate

A partir de la recolecta de corteza en una poblacidon silvestre de cuachalalate, se
obtuvieron los siguientes datos: se seleccionaron tres arboles hembras y siete arboles
machos (de acuerdo con su disponibilidad), con un diametro del tallo principal que vario
de entre 34 y 52 cm. Ademas, se pudo observar datos interesantes de color de la corteza
del tallo, ya que su patrén varia independientemente del sexo del arbol de un color rojizo-
rosaceo a blanquecino. En el caso de las ramas, la coloracion de la corteza se not6 de
un color blanquecino, sin haber una relacion con el color de la corteza del tallo. Tales
diferencias, no son perceptibles después del secado, ya que tornan a un color marrén-
rojizo, aunque se nota que es mas fibrosa y delgada la corteza de las ramas que la del
tallo principal, permitiendo que se trituren mas facilmente. Asi mismo, el grosor del
cambium vascular es mas grueso en la corteza del tallo que el de las ramas superiores.

En el Cuadro 2, se pueden observar los datos registrados de la corteza.
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Cuadro 2. Datos obtenidos del muestreo.

Muestras Sexo Diametro del tallo | Rama Color de la

corteza principal corteza

Al Hembra | 34 Primaria Roja
secundaria

A2 Hembra | 43 Primaria Blanca
secundaria

A3 Hembra | 52 Primaria Blanca
secundaria

A4 Macho |40 Primaria Blanca
secundaria

A5 Macho |49 Primaria Blanca
secundaria

A6 Macho | 39 Primaria Blanca
secundaria

A7 Macho |52 Primaria Roja
secundaria

A8 Macho | 48 Primaria Roja
secundaria

A9 Macho |49 Primaria Roja
secundaria

Al10 Macho | 38 Primaria Roja
secundaria

En cuanto a los extractos organicos, obtenidos con acetato de etilo, la textura era viscosa

con un color verde oscuro y se obtuvo un rendimiento similar en corteza del tallo, corteza

de ramas primarias y corteza de ramas secundarias. Para el caso de los extractos

acuosos (al 5%), la coloracién fue rojiza y formaban espuma al ser agitados, el liofilizado

de este extracto presento un rendimiento del 10 % en los tres tipos de corteza (Figura

17)
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Figura 17. Corteza de cuachalalate. CT= Corteza de tallo; CRP= Corteza de ramas primarias y

CRS= Corteza de ramas secundarias. a) color de la corteza; b) corteza pulverizada; c) extracto

con acetato de etilo de las cortezas; d) corteza seca de cuachalalate; e) extracto acuoso de
cuachalalate; f) liofilizado de la corteza.

A partir de la corteza del tallo y de las ramas primarias y secundarias se obtuvieron
extractos por extraccion Soxhlet con acetato de etilo, los cuales se usaron para hacer
una Cromatografia en capa fina (CCF) y determinar la presencia de los principales
compuestos bioactivos ya reportados del cuachalalate. Las muestras de referencia
fueron: el acido masticadiendnico, el acido 3a-hidroximasticadiendnico y los acidos

anacardicos.
6.2. Cromatografia en capa fina de los extractos con acetato de etilo

Con base en los resultados obtenidos, en el perfil cromatogréafico por CCF (Figura 18),
se pudo observar la presencia de los principales compuestos terpénicos (&cido
masticadienonico y 3a-hidroximasticadiendnico), en las cortezas de ramas primarias y
secundarias. En la CCF, los carriles numero 1 al 10 corresponden a la corteza del tallo,

del 11 al 20 corresponden a la corteza de ramas primarias y del 21 al 30 corresponden
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a la corteza de ramas secundarias. Como se puede observar, ambos compuestos

terpénicos estan presentes en todas las muestras.
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Figura 18. Cromatografia en capa fina de los extractos con acetato de etilo. Referencias a =
acido a-hidroximasticadienénico; m = acido masticadienénico. CT=Corteza del tallo (1-10);
CRP= corteza de ramas primarias (11-20) y CRS= corteza de ramas secundarias (21-30).

Sistema de elucién hexano-acetato de etilo (7:3), revelado con vainillina + acido sulfarico al 1%.

Por otro lado, se presenta un perfil cromatografico con fenoles de cadena larga como
referencia (los acidos anacardicos). En la Figura 19 se representa la molécula y el carril
1 al 10 corresponden a la corteza del tallo; los carriles 11 al 20 corresponden a la corteza
de ramas primarias y del carril 21 al 30 corresponden a la corteza de ramas secundarias.
Como se puede observar, en todas las muestras estan presentes los acidos anacardicos
con su caracteristica forma de cohete y que, al ser observados bajo luz ultravioleta a una

longitud de onda alta, se observan que fluorescen (enmarcados con color amarillo).
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Figura 19. Cromatografia en capa fina de los extractos con acetato de etilo de cortezas.
Referencia ANA = 4cidos anacardicos. CT=Corteza del tallo (1-10); CRP= corteza de ramas
primarias (11-20) y CRS= corteza de ramas secundarias (21-30). Sistema de elucion hexano-
acetato de etilo (7:3), se observo bajo luz ultravioleta de longitud alta a 254 nm.

Al observar la presencia de los principales compuestos bioactivos se procedio a llevar a

cabo la cuantificacion de dichos compuestos por HPTLC.
6.3. Cuantificacion de metabolitos bioactivos por HPTLC

La inspeccion visual de las placas cromatograficas indicdO pequefias diferencias
cuantitativas entre replicas biolégicas y tipo de rama (Figura 20), no obstante, el area
gue mostraba los tres compuestos de la corteza de cuachalalate mostré diferencias no

significativas entre todas las muestras.
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Figura 20. Identificacién de metabolitos bioactivos por HTPLC en el extracto con acetato de
etilo de las cortezas. a) Placas derivatizadas con anisaldehido-acido sulfarico. b) Placas
visualizadas con luz ultravioleta. STD = estandares de referencia: 1, mezcla de acidos
anacardicos; 2, acido masticadienénico; 3, acido 3a-hidroximasticadienénico. QC extracto
hexanico de corteza del tallo de cuachalalate (Gomez-Salgado et al., 2024), es el control de
calidad. CT= Corteza del tallo, CRP= Corteza de ramas primarias, CRS= Corteza de ramas
secundarias.

Para obtener mas informacién sobre estas posibles diferencias, los datos
cromatograficos fueron analizados mediante PCA. El modelo resultd en cuatro
componentes principales (PCs) que explicaron 87 % de la variabilidad del modelo
(RX?cum = 0.87). El PC1 capturé 50 % de la variabilidad del modelo, mientras que el
PC2 capturd unicamente el 19 %. No obstante, no se observé diferenciacion de grupos

en el grafico de puntuacion, lo cual es indicativo de que practicamente no existen
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diferencias cualitativas ni cuantitativas en el contenido de acido anacéardico (Rf 0.14),
acido masticadienonico (Rf 0.23) y acido 3a-hidroximasticadiendnico (Rf 0.37) entre la

corteza del tallo y ramas primarias y secundarias del cuachalalate (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de Componentes Principales (PCA), CT= Corteza de tallo, CRP= Corteza
de ramas primarias, CRS= Corteza de ramas secundarias.

6.4. Andlisis de redes moleculares en extracto acuoso de ramas primarias y

secundarias

La diversidad quimica presente en las muestras de corteza de ramas primarias y
secundarias fue analizada por redes moleculares MN (Molecular networking). Las redes
se construyeron considerando 740 espectros de espectrometria en masas (MS), los
cuales estan condensados en 110 nodos agrupados en 62 grupos formando 16 familias
moleculares (grupos de espectros de fragmentacion con un alto grado de similitud,
representados como un cluster de nodos conectados en la red) y 46 nodos aislados
(Figura 22). El analisis de MN utilizando el MolNetEnhancer mostré la presencia de

terpenoides, flavonoides y catequinas en las muestras.
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Figura 22. Andlisis de los componentes quimicos de los extractos acuosos de cuachalalate. a)
Red molecular generada a partir de los datos MS2. La construccion de esta red implico el
algoritmo MolNetEnhancer. b). Ejemplos seleccionados de redes moleculares y sus

correspondientes compuestos desreplicados.

El andlisis de desreplicacion permitié la identificacion putativa de algunas moléculas:
entre los terpenoides se detectaron el acido célico, saponinas, B-sitosterol y panaxatriol,

mientras que los compuestos polifendlicos epicatequina, galato de epigalocatequina,
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galato de catequina, kaempferol-3-O-ramndosido, kaempferol-3-O-glucésido y acacetina-
7-O-rutinosido fueron identificados de forma putativa. Las catequinas, acido colico, p-
sitosterol, saponinas, flavonoides, son compuestos que comparten los extractos acuosos

de la corteza de ramas primarias y secundarias.
6.5. La corteza de las ramas tiene actividad antipatogénica

En un estudio previo utilizando un método tradicional y un modelo de quemadura en
ratones, se demostro la capacidad antipatogénica de la corteza del tallo de cuachalalate
(Gomez-Salgado et al.,, 2024). El procedimiento tradicional consisti6 en lavar la
guemadura infectada con el extracto acuoso de la corteza del tallo y aplicar la corteza

molida (GOmez-Salgado et al., 2024).

Aplicando el método tradicional con la corteza de las ramas, también registramos la
capacidad antipatogénica. En el modelo de quemaduras, los animales no tratados
sucumbieron a la infeccién dentro de las primeras 24 horas, y esta tendencia se mantuvo
hasta los 12 dias cuando se registr6 una tasa de supervivencia final del 40%. En
comparacién con el grupo tratado con el método tradicional, se evitaron las muertes de

los animales y se registré una supervivencia del 90% (Figura 23a).

Aungue el método tradicional con las ramas de corteza no redujo el establecimiento de
las bacterias en el tejido quemado de los animales sobrevivientes (Figura 23b), el
tratamiento evitd la dispersion sistémica ya que no se registraron bacterias en los

higados (Figura 23c).
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Figura 23. Actividad antipatégena del método tradicional con corteza de ramas primarias (CRP)
y ramas secundarias (CRS) de cuachalalate; Control sin tratamiento (C). a) Curva de
supervivencia de Kaplan-Meier; b) Establecimiento de P. aeruginosa en el tejido quemado; c)
La presencia de la bacteria en el higado determina la dispersion de la bacteria. n = 10. *p =
0.05.
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6.6. Inhibicidon de factores de virulencia controlados por QS

Los resultados muestran que los extractos con acetato de etilo de las cortezas inhiben la
produccién de formacion de biopelicula en forma dosis/respuesta. El extracto con acetato
de etilo de la corteza del tallo tuvo inhibicién del 90% a una concentracion de 1000 ug/mL.
Mientras que los extractos con acetato de etilo de las ramas primarias y secundarias

tuvieron inhibicién del 80 % a una concentracion de 1000 ug/mL (Figura 24).
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Figura 24. Efecto del Extracto con acetato de etilo en la produccion de Biopelicula de PA14.
Los extractos empleados fueron de la corteza del tallo (CT), corteza de ramas primarias (RP) y
de corteza de ramas secundarias (RS). Las concentraciones empleadas fueron a 250 pg/mL,
500 pg/mL y 1000 pg/mL para cada extracto. AlasR/ArhIR= QS doble mutante utilizado como
control positivo. *p = 0.05.

Para la actividad caseinolitica, el efecto inhibidor se observa a partir de la concentracion
de 1000 mg/mL, con un 40 % de inhibicién en corteza del tallo. Mientras que, los extractos
de la corteza de ramas tanto primarias como secundarias, tuvieron un efecto a una

concentracion de 500 mg/mL con un 80 % de inhibicion (Figura 25).
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Figura 25. Actividad caseinolitica del extracto con acetato de etilo de la corteza del tallo (CT),
corteza de ramas primarias (RP) y corteza de ramas secundarias (RS). Las concentraciones
fueron a 250 ug/mL, 500 pyg/mL y 1000 pg/mL para cada extracto. AlasR/ArhIR= QS doble
mutante utilizado como control positivo. *p = 0.05.

Para la produccion de piocianina, el efecto inhibidor se observa a partir de la
concentracion mas baja probada que fue de 250 mg/mL, con un 45 % de inhibicién en

corteza del tallo (Figura 26).
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Figura 26. Actividad piocianina del extracto con acetato de etilo de la corteza del tallo (CT),
corteza de ramas primarias (RP) y corteza de ramas secundarias (RS). Las concentraciones
fueron a 250 pg/mL, 500 ug/mL y 1000 yg/mL para cada extracto. AlasR/ArhIR= QS doble
mutante utilizado como control positivo. *p = 0.05.
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CAPITULO VII. DISCUSION

La selva baja caducifolia (SBC) de México se distribuye principalmente en la vertiente
del Pacifico mexicano hasta Chiapas, con algunas areas al norte de la Peninsula de
Yucatan (CONABIO, 2014). Se estima que su superficie cubre 11.7% del territorio
nacional y contiene muchas especies vegetales endémicas (Trejo y Dirzo 2000).
Ademas, al estar sujeta a cambios estacionales en el clima, su aspecto fenolégico es
diferente en la época de secas, donde las plantas pierden sus hojas para compensar el
déficit de humedad (Trejo, 2005). Reportes alarmantes indican que la mitad de la
cobertura original de la SBC ya ha desaparecido, y la pérdida continla a una tasa
estimada de 2% anual (Trejo y Dirzo 2000). Esta vegetacion Unica se encuentra bajo
amenaza por la explotacion descontrolada, la ganaderia extensiva, el cambio de uso del
suelo y la alteracion de los patrones climaticos (Dirzo et al., 2011; Osorio-Garcia et al.,
2018; Beltran-Rodriguez et al., 2018).

Una especie que destaca de la SBC es el “cuachalalate”, Amphipterygium adstringens
(Schitdl.) Standl., una especie de arbol endémico de México y Centroamérica (Cuevas-
Figueroa, 2005). A. adstringens es una especie usada ampliamente desde tiempos
prehispanicos para tratar diversos padecimientos. Sus propiedades como cicatrizante,
calmante, antibiotico, hipocolesterolémico, antiinflamatorio, anticancerigeno, antitumoral,
entre otros (Argueta, 1994; Méndez, 1954; Navarrete et al., 1989; Solares et al., 1992,
2006, 2012; Solares,1995, 2009; Wences, 2010), lo hacen un candidato importante para
el desarrollo de nuevos planes de salud combinando el conocimiento tradicional con el
cientifico. Cabe sefialar que en el género Amphipterygium se reconocen cuatro especies
(A. adstringens, A. molle, A. glaucum y A. simplicifolium) que habitan en México, pero
s6lo a la especie adstringens se le ha investigado sus propiedades bioactivas (Sotelo-
Barrera et al., 2022).

La amplia demanda y el descortezamiento desmedido de este recurso hacen necesario
implementar medidas de proteccion para evitar su agotamiento. Se calcula que la
recoleccion media anual de la corteza es de 57.5 toneladas (Solares et al., 2012).

Ademas de las incorrectas practicas de descortezamiento que causan la muerte del 60
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% de los arboles (Solares et al., 2006); la tala del &rbol o la eliminaciébn completa de la
corteza del tallo, contribuyen en la pérdida de poblaciones silvestres de cuachalalate
(Martinez, 1996; Solares y Galvez-Cortés, 2002). En este sentido, se recomienda
descortezar arboles adultos en laminas de 60 cm que no superen el 50 % del perimetro
del eje principal y se debe evitar hacerlo en arboles juveniles de menos de diez afios

(Solares-Arenas y Galvez-Cortés, 2002).

Cabe mencionar que esta planta es nativa de México y no es una especie que se cultive
y actualmente se encuentra bajo el estatus de vulnerable por la UICN (2019). Asi mismo,
los reportes indican que el cuachalalate presenta un alto porcentaje de frutos sin semilla,
lo cual sugiere que la reproduccion sexual represente una limitante en el mantenimiento
de las poblaciones (Guzméan-Pozos y Cruz-Cruz, 2014). Esto se debe a diversos
factores, como la baja capacidad de reproducir estructuras reproductivas, el lento
crecimiento del arbol, la escasez de la especie, entre otros (Martinez-Pérez et al., 2012).
En el caso de la recolecta hecha en la localidad de Chiahutla de Tapia, se observo mayor

presencia de arboles machos.

Por otro lado, aunque en trabajos previos se asocia la coloracion rojiza de la corteza con
arboles femeninos (Solares-Arenas y Galvez-Cortés, 2002), en este estudio observamos
gue esta coloracion se present6 tanto en arboles machos como en hembras. Se sabe
gue la colecta tradicional de cuachalalate se enfoca en los arboles de coloracion rojiza,
sin embargo, es importante que no se haga un descortezamiento selectivo (Beltran-
Rodriguez et al., 2021). Por lo tanto, es necesario realizar estudios comparativos sobre

la composicion quimica o bioactividad de las especies y color de la corteza.

Algunos estudios indican que la corteza tiene una alta capacidad de regeneracion,
aunque esto puede variar dependiendo de la temperatura, la época de lluvias y el sexo
del arbol (Solares et al., 2006). Se reportd que la capacidad de regeneracion del
cuachalalate es mayor del 90 % en individuos descortezados durante la época de lluvias,
independientemente del sexo de los arboles (Beltrdn-Rodriguez et al., 2021). Estos datos
proporcionan informacion valiosa para promover un manejo sostenible (Solares-Arenas

y Galvez-Cortés, 2002; Beltran-Rodriguez et al., 2020). Sin embargo, aun no se ha
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determinado la calidad de la corteza regenerada ni cuantas veces es posible descortezar

el arbol antes de comprometer su viabilidad.

Por otro lado, las propuestas que se sugieren para un manejo sostenible consideran a la
corteza del tallo como la Unica fuente bioactiva. En este trabajo se demostrd que los
principales compuestos bioactivos (triterpenos y acidos anacardicos) ya reportados en la
corteza del tallo, también estan presentes en la corteza de ramas primarias y
secundarias. Asi mismo, no se registraron diferencias significativas en los analisis

cualitativos y cuantitativos respecto a las muestras de corteza.

De tal manera, que conocer la composicién, concentracion y bioactividad de los
metabolitos de ramas primarias y secundarias, permite desarrollar estrategias de manejo
sostenible basado en podas controladas del cuachalalate, con el fin de evitar que

desaparezcan las poblaciones silvestres de esta especie.

Por otra parte, es importante sefialar que los triterpenos y los acidos anacardicos se
extraen con disolventes organicos como el hexano o acetato de etilo y no estan presentes
en extractos acuosos (Gomez-Salgado et al., 2024). La forma tradicional del uso es
mediante el extracto acuoso, presentando propiedades como gastroprotector,
antiinflamatorio, antitumoral y antivirulencia (Sotelo-Barrera et al., 2022). Entre las
caracteristicas particulares del EA esta la formaciébn de espuma al ser agitado
vigorosamente, lo cual indica la presencia de saponinas (Gonzéles et al., 1962; Gémez-
Salgado et al., 2024), y esta misma caracteristica se pudo observar en extractos acuosos
de ramas primarias y secundarias. El analisis de redes moleculares también permitié

identificar compuestos glicosilados en extractos acuosos de corteza de dichas ramas.

En estudios previos, se demostraron las propiedades de la corteza de tallo en la
reduccion de la virulencia de P. aeruginosa y su efecto benéfico en el tratamiento de
guemaduras infectadas con esta bacteria (Gomez-Salgado et al., 2024). Cabe sefalar
gue la efectividad del método tradicional depende de lavar el tejido quemado con el
extracto acuoso y aplicar corteza pulverizada. Utilizando cuachalalate de esta manera,

demostramos que la corteza de rama también es activa ya que reduce la muerte de
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ratones al prevenir la dispersion de la bacteria y la sepsis, efecto similar al reportado para

la corteza de tallo (Gémez-Salgado et al., 2024).

Inhibir los factores y mecanismos que permiten a las bacterias patégenas establecerse
y causar dafio es una estrategia antibacteriana novedosa con el potencial de combatir
infecciones sin generar resistencia (Castillo-Juarez et al., 2015). A diferencia de los
antibacterianos bactericidas, los agentes antivirulencia interfieren con blancos
especificos que regulan la produccién de factores de virulencia sin afectar directamente

la viabilidad de la bacteria (Castillo-Juarez et al., 2015).

Conocemos los mecanismos y sistemas responsables de producir factores de virulencia
en P. aeruginosa, particularmente aquellos que le permiten resistir a los antimicrobianos
(biopeliculas) y aquellos que le causan dafio, como las proteasas, elastasas, fosfolipasas
y piocianina (Castillo-Juéarez et al., 2015). Esta investigacion también demuestra que los
extractos organicos de la corteza de la rama exhiben capacidad antivirulencia in vitro ya
gue reducen significativamente la formacién de biopeliculas, la produccion de piocianina

y la actividad de las proteasas.

Cabe resaltar, que no obstante el principal interés del estudio fue analizar las
propiedades antivirulencia y antipatogénicas del cuachalalate; la presencia de triterpenos
y acidos anacardicos en la corteza de la rama sugiere que también puede tener actividad
gastroprotectora, antiinflamatoria y antitumoral, aunque se requieren estudios

complementarios para corroborarlo.

En contraste, la respuesta de los arboles a la remocién de corteza es un proceso
complejo influenciado por varios factores. Estos incluyen la edad del arbol, la época de
cosecha, el grado de remocion de corteza, la velocidad de cierre de la herida y la
susceptibilidad del arbol a patdgenos como insectos, hongos y microorganismos
(Delvaux et al., 2010; Patel et al., 2023). Por lo tanto, la frecuencia de cosecha, la calidad
de la corteza regenerada y el nimero de veces que se puede remover la corteza sin
comprometer la supervivencia del arbol limitan las estrategias de sostenibilidad. Sin

embargo, esta investigacion identificO compuestos bioactivos y actividad bioldgica en la
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corteza de la rama, lo que puede ayudar a proponer mejores estrategias y soluciones

para el manejo sostenible del arbol de cuachalalate.

La obtencion de la corteza de las ramas puede favorecer una cosecha sostenible. La
poda controlada puede ofrecer ventajas y solucionar algunos problemas que se
presentan con el uso de la corteza del tallo. EI area expuesta a patdégenos o
deshidratacion es mucho menor, por lo que es mas facil cubrir la zona dafiada para
ayudarla a sanar rapidamente. Al retirar ramas, no es necesario esperar a que la corteza
se recupere para realizar otro descortezado y se mantiene la calidad del material.
Asimismo, la corteza de las ramas es mas delgada y contiene menos agua, lo que facilita
sSu secado, transporte, almacenamiento y procesamiento. Si bien se requieren estudios
complementarios, esta tesis es la base para disefiar plantaciones sanas de cuachalalate
con produccion sostenible, ya que su manejo no compromete la supervivencia del arbol

y la calidad de la corteza provocada por el descortezado continuo.
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CAPITULO VIII. CONCLUSION

En México, el comercio de especies medicinales es un sustento para muchas
comunidades rurales. Sin embargo, en la cadena de comercializacion del cuachalalate,
los recolectores de corteza estdn experimentando una disminucion en sus ganancias
econOmicas y presenciando la ripida degradacion de sus recursos naturales. Las
propuestas aqui sefialadas sugieren la poda controlada y el cultivo que favorezca el
proceso de domesticacion del arbol de cuachalalate, que permita conservar las
poblaciones silvestres. Sin embargo, establecer estandares oficiales es un paso critico
para regular, proteger y certificar eficazmente el origen de la corteza, asegurando asi la

sostenibilidad a largo plazo de este comercio.

La cosecha no regulada de corteza de cuachalalate en las ultimas décadas ha sido
perjudicial y peligrosa para la supervivencia de sus poblaciones silvestres. Por lo tanto,
es necesario desarrollar opciones de cosecha no destructivas y sostenibles. En este
estudio, demostramos que no existen diferencias significativas entre los metabolitos
bioactivos contenidos en la corteza del tallo y la corteza de las ramas, lo que también se
reflejé en su actividad antipatdégenica y antivirulencia. Por lo tanto, el uso de la corteza
de las ramas como agente medicinal es una excelente estrategia que debe ser utilizada

para prevenir la muerte de los arboles por descortezamiento del tallo.
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ANEXOS

COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

Campeche - Cordoba ~ México ~ Puebla - San Luis Potosi - Tabasco - Veracruz

CAMPUS MONTECILLO

GANADERIA

NUMERO DE OFICIO: 016
ASUNTO: Autorizacion protocolo de investigacién

Montecillo, Estado de México, 13 de octubre, 2023.

DR. ISRAEL CASTILLO JUAREZ
PRESENTE

Por este medio hago de su conocimiento que después de haber hecho la evaluacion del
protocolo de investigacion “Analisis de compuestos bioactivos en ramas primarias y
secundarias de Amphipterygium  adstringens (Anacardiaceae)’, Protocolo
COBIAN/016/23, este fue aprobado por el Comité de Bienestar Animal del Colegio.

Sin mas por el momento le envio un cordial saludo. .

ATENTAMENTE

DRA. MA. ESTHER ORTEGA CERRILLA
PRESIDENTA DEL COMITE DE BIENESTAR ANIMAL
COLEGIO DE POSTGRADUADOS

Km. 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo, Texcoco, Estado de México
Tel. via Texcoco (595) 95-2-02-79, Tel. via D.F. (55) 58-04-59-79
Correo electrénico: ganaderia@colpos.mx
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