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1 INTRODUCCION.

Las plantas superiores han jugado un papel muy importante como agentes medicinales de uso
humano, aplicadas popularmente como infusiones, extractos crudos o en forma tdpica. Hoy en dia
en los paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, las plantas medicinales contindan
utilizdndose para la atencién de problemas de salud. Por otro lado, en los paises del primer
mundo, los farmacos obtenidos a partir de procesos biotecnoldgicos ofrecen un potencial, en el
area de la salud humana para la obtencidn de nuevas moléculas, asi como en procesos

controlados de produccién de metabolitos activos.

En las ultimas décadas, el interés por los productos medicinales herbolarios o fitomedicamentos
ha experimentado una creciente demanda en Estados Unidos, paises de la Unién Europea, Canada
y Australia (Bennerman, 1998). Se estima que el mercado global de la medicina herbolaria y sus
productos derivados fue de aproximadamente 30 mil millones de ddlares para el afio 2000 y que
las ventas mundiales durante la ultima década se han incrementado en una tasa de crecimiento
promedio anual de 5 a 15 %, esperando alcanzar 5 billones de ddlares para el afio 2050 (Vasisht y

Kumar, 2002).

En el afio de 1998 el Banco Mundial seleccioné a las plantas medicinales como un area prioritaria
para resolver problemas de salud publica en los paises en vias de desarrollo, debido a su gran
potencial econdmico y por basarse en los recursos autdctonos existentes de aplicacidon para la

explotacion de la fitoterapia (Vasisht y Kumar, 2002).

En México, la medicina tradicional de las culturas populares se ha caracterizado por la gran
diversidad de recursos vegetales que se han incorporado y contindan utilizdndose en las practicas
curativas. El uso de estas plantas medicinales genera gran interés para realizar investigacion
cientifica tecnolégica que permita mayor conocimiento para una explotacién mas racional y una

mejor conservacion de los valiosos recursos naturales.

Muchas investigaciones estan enfocadas al empleo de cultivo in vitro para la produccion de
farmacos de origen vegetal, resultando en una tecnologia de vanguardia que ha ganado prestigio

internacional, debido a la posibilidad de ser aplicada a la mayoria de las especies vegetales y al



potencial de algunos sistemas de cultivo, para producir compuestos de utilidad farmacéutica a una

escala industrial.

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlechter (cuachalalate) es una planta medicinal de gran
interés, por ser ampliamente utilizada en la medicina tradicional en México por sus importantes
propiedades farmacolégicas, principalmente por ser una fuente de produccién de compuestos de
naturaleza triterpénica. Los compuestos mas abundantes que produce esta especie vegetal son:
acido masticadiendnico, 3-alfa-hidroxi-masticadiendénico y mezclas de acidos
masticadiendnico/isomasticadiendnico), asi como una variedad de acidos anacardicos (Gellerman
et al., 1969; Kubo et al. ., 1993a; Kubo et al., 1999; Grazzini et al., 1991; Spencer et al., 1980; Mata
etal., 1991).

Debido a las propiedades terapéuticas de la especie de A. adstringens Schiede ex Schlecht.
(cuachalalate) y con el interés de identificar y purificar los principales compuestos quimicos
presentes en la especie, se plantea determinar la produccion de compuestos presentes en las
partes aéreas del arbol, asi como lograr el establecimiento del cultivo in vitro de células
desdiferenciadas (callos celulares con el fin de contar con un cultivo homogéneo de produccidn de

sus compuestos quimicos de interés farmacoldgico.

2 ANTECEDENTES.

2.1 Plantas medicinales.

Tradicionalmente las plantas medicinales han sido agrupadas en funcién de su esfera de accién
para tratar diferentes padecimientos populares. En este sentido, es de importancia destacar que
México es un pais megadiverso, ya que es uno de los 7 paises mas ricos del mundo en especies de
planta, posee el tercer lugar mundial en biodiversidad y el quinto lugar mundial en plantas
vasculares, con mads de 23,000 especies diferentes, de las cuales el 50% son endémicas de la regién
(Fuente, Conabio 2015). Gracias a esta riqueza vegetal, en México alrededor de 4,000 especies de
plantas con flores (15% de la flora total) tienen propiedades medicinales, es decir, que mas o
menos una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. En la literatura, se han
descrito un numero interesante de plantas como Amphipterygium adstringens (Cuachalalate),
cuya funcioén principal esta enfocada al control de agentes terapéuticos para diversas infecciones,

canceres digestivos, enfermedades crdnicas entre otras. Diversos autores han demostrado que el



extracto crudo de Amphipterygium adstringens contiene compuestos quimicos con actividad
efectiva contra diversos malestares que aquejan al ser humano, que de acuerdo con los analisis
fitoquimicos la presencia de compuestos del tipo triterpénicos y fendlicos son los compuestos

principales.

2.2 Datos etnobotanicos del Cuachalalate.

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlech. (Anacardiaceae) es conocido popularmente
como chalalate, coachalalate, volador, cuachalald o cuachinala y sinonimia botanica Juliania
adstringens Schlechter (figura 1). Es un arbol “dioico” endémico de México, utilizado ampliamente
en la medicina tradicional, comunmente llamado cuachalalate. Se caracteriza por ser un arbol con
alturas de seis y diez metros; su tronco es torcido y su corteza grisdcea, escamosa y astringente
(Argueta et al., 1994). Se caracteriza por presentar inflorescencia, donde la planta masculina posee
8.6 cm de largo, con flor masculina actinomorfa (simetria radial o regular, polisimétrico o
multilateral) y pedunculo floral de 0.95 cm de longitud de 6-8 sépalos. La inflorescencia femenina
es un racimo de aproximadamente 1.3 cm de longitud y contiene generalmente 2-4 flores, los

pistilos se bifurcan, el estilo es cilindrico y largo de 2-3 cm.

6.a)
Figura 1. a) Cuachalalate (hembra) de la zona de Huautla, en el Ejido el Limon, b) Cuachalalate (hembra) de

la zona de Xoxocotla Mor, c) Recoleccion en la Sierra de Huautla Morelos, ejido Juchitan.

Su habitat natural comprende la zona de Michoacan a Morelos, ciudad de México, Puebla, Oaxaca,
y debido a las condiciones topograficas este arbol prefiere zonas que van de calidas a templadas,
ubicandose en los ecosistemas de bosque tropical caducifolio y semicaducifolio, matorral xerofilo,

mesofilo de montafia y bosque espinoso (Argueta et al., 1994).



Dentro de la Medicina Tradicional Mexicana, los pueblos prehispanicos le atribuian un efecto
purificador, afios después el cuachalalate ha sido utilizado en varios estados de la republica. El
cocimiento de la corteza también se ha utilizado para curar los granos y las llagas mediante la
ingestién de la resina de la corteza. También se ha utilizado en golpes o postemas, mordeduras o
piquetes de animales venenosos y como cicatrizante. Se emplea en malestares digestivos, dolor
de estémago, infeccién o inflamacidn intestinal, para limpiar el estdmago, para el higado, vesicula,
contra la tifoidea y en problemas del tipo bucal como estomatitis, dolor de muelas,
endurecimiento de las encias y herpes (fuegos) bucales. En problemas relacionados con
afecciones respiratorias, se utiliza para aliviar la tos, inflamacién de anginas, enfermedades
pulmonares, incluso para tratar a la tuberculosis. Se ha utilizado en problemas de circulacién
sanguinea, ayuda a purificar, desintoxicar y curar varices y Ulceras varicosas. Otras aplicaciones
medicinales son para fiebre, paludismo, caida del cabello y manchas en la piel (Garcia, 1973). Esta
especie también se ha reportado como anticancerosa, antipaludica, astringente y para la fiebre
tifoidea. Posteriormente, la Sociedad Farmacéutica de México la registr6 como astringente.
Rzedowski, en 1987, reporta a esta especie de cuachalalate de manera desafortunada como una

especie en peligro de extincion.

2.3 Clasificacion taxonomica de Amphipterygium adstringens Schiede ex
Schlecht.

Reino: Plantae
Divisidn: Magnoliophyta
Orden: Sapindales
Familia: Julianaceae

Género: Amphipterygium

Especie: A. adstringens
2.4 Descripcion geografica.

Amphipterygium adstringens es endémico del centro y sur de México en los bosques de hoja
caduca, generalmente se asocia con diversas especies de Bursera y Pseudosmodingium; crece
cerca de la montafia y en la costa del Pacifico, en la parte centro sur del Estado de Jalisco, Sinaloa,
Nayarit, Colima, Michoacan, Morelos, Estado de México, Puebla, Guerrero, Oaxaca y Chiapas

(figura 1). Esta planta generalmente florece en verano, de junio a agosto, y tiende a fructificar



(frutos), de agosto a enero (figura 2). (Pennington et al,

http://ibugana.cucba.udg.mx/pdf/ibugana_13%281%29.pdf , Solares et al. 2002.).

Figura 2. Distribucién de Amphipterygium adstringens (cuachalalate) en México

2.5 Produccion de Cuachalalate en México.

2.5.1 Antecedentes agronémicos de Amphipterygium adstringens.

2005,

Uno de los productos medicinales naturales de mayor frecuencia de consumo en la herbolaria

mexicana y una de las especies arbdéreas de mayor importancia de la selva baja caducifolia de

México. Amphipterygium adstringens (A. adstringen) es un arbol de la cual principalmente la

corteza de la planta se usa en la medicina tradicional. La poblacién indigena y la medicina

tradicional de México colecta esta especie en diferentes partes del pais, siendo que el 90% del

total del producto que se consume anualmente en México se obtiene o se abastece de la region

integrada por Sierra de Huautla, Morelos, Mixteca Poblana y parte de la Cuenca del Balsas

(Solares, 2009).

A la fecha en 2019, después de 18 afios de investigacion basica y aplicada por parte de INIFAP-

Morelos (encaminada hacia la conservacién y manejo de esta especie), se considera que la

demanda de esta especie vegetal hasta ahora es insuficiente debido a que los compuestos


http://ibugana.cucba.udg.mx/pdf/ibugana_13(1).pdf

mayoritarios de interés farmacolégico se han reportado que se encuentran en la corteza del arbol,
por lo que los productores tienden a esperar varios afios para que se obtenga esta materia prima.
En Morelos, la zona, abastecedora de Amphipterygium adstringens se encuentra en la reserva de
la Bidsfera Sierra de Huautla, que pertenece al municipio de Tlaquiltenango (figura 3). Esta
reserva, declarada en 1999, tiene una superficie de 59,331 ha., incluye la mayor superficie de selva
baja caducifolia mejor conservada del estado y es la que mayor nimero de trabajo tiene en

investigacidn basica (Solares y Galvez, 2020).

Figura 3. Sierra de ‘Huautl‘a.

Cerca de cien productores estan organizados en torno a la comercializacién de este producto bajo
una unidad de Manejo Ambiental Forestal (UMAFORSUR), que se registran como Cadena
Productiva de Cuachalalate, que incluye 19 de las 21 comunidades rurales localizadas en esta
reserva y que son: Huautla, Valle de Vazquez, Ajuchitlan, Chimalacatldn, Coaxintlan, Los Dormidos,
Los Elotes, La Era, Huaxtla, Huixastla, Lorenzo Vazquez, La Mezquitera, Nexpa, Xicatlacotla,
Quilamula, Rancho Viejo, San José de Pala, El Limdn, Santiopan y Xochipala. Se estima una colecta
anual de corteza de Cuachalalate de 22.5 toneladas. Cabe mencionar que los acopiadores compran
ocho toneladas a $5.00 pesos el kilogramo proveniente de la regiéon de Morelos y Cuenca del
Balsas. De esta cantidad, dos toneladas se venden a los exportadores, dos a los laboratorios
naturistas y cuatro a empresas envasadoras. Los laboratorios naturistas procesan el cuachalalate y
lo convierten en pastillas. Los laboratorios compran a $100.00 pesos el kilogramo y lo venden a las
tiendas naturistas a un equivalente de $1,333.00 pesos el kilogramo. Las tiendas naturistas a su
vez venden a los consumidores finales a un equivalente de $1,600.00 pesos el kilogramo. En este
canal tanto el margen mayor, tanto absoluto y relativo total, corresponden al laboratorio, ya que

compran a $100.00 pesos y venden a $1,280.00 pesos por kilogramo.



2.5.2 Produccion de la corteza de Amphipterygium adstringens.

La produccién promedio de Amphipterygium adstringens en la zona de abastecimiento es de 40 a
50 arboles por hectdrea, pero en algunas localidades como la Tigra, Rancho Viejo, en la Sierra de
Huautla puede encontrarse hasta 110 arboles por hectarea (Soberanes y Boyas, 1991; Solares,
1995, 1999). Esto es muy importante porque permite calcular el volumen de corteza que se puede
extraer por unidad de superficie. Pero también, es posible calcular la produccién de un arbol,
conociendo la composicion de edades. Se debe tomar en cuenta que el grosor de la corteza esta
relacionado con la edad de los arboles y, por lo tanto, aquellos drboles menores de 15 cm de
didmetro no deben ser descortezados, ya que no tienen una corteza madura y no tienen una
densidad suficiente de canales resiniferos, por otra parte, su rendimiento en volumen de corteza
es menor (Solares y Galvez, 2002a). Con estas consideraciones, la produccion maxima que se
puede obtener en una hectdrea depende de la densidad de arbolado y didmetro encontrados

(Tabla 1).

Tabla 1. Produccion maxima de corteza de A. adstringens.

Clase Diamétrica Produccion por arbol Produccion por hectarea
(CM) (kg) (kg)
15-20 2.0 De 100 hasta 220
>20 4.0 De 200 hasta 440

La demanda que ha llegado a tener la corteza del cuachalalate en el extranjero va en aumento
cada dia, de 6-100 toneladas anuales. En el afio 2002, se realizaron estudios cientificos entre la
Universidad Nacional Autonoma de México junto con el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS-Morelos) y el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agropecuarias y Pecuarias
(INIFAP), para ratificar la potencialidad medicinal del cuachalalate, sin que para esta fecha (2020)

se tenga una noticia favorable sobre una patente mexicana sobre estas investigaciones.

2.6 Fitoquimica del Cuachalalate.

Toda la investigacion quimica sobre esta planta se ha hecho desde hace varias décadas a partir de
la corteza del tallo, donde se han identificado los triterpenos dacidos 3-alfa y 3-epi-

masticadiendico, isomasticadiendico y epi-oleandlico; los compuestos benzilicos acidos 6-



heptadecil-, 6-nonadecil-, y 6-pentadecil- salicilico6; y el esterol, beta-sitosterol. En la hoja se ha
identificado el acido cuachalalico, que es un triterpeno. De la corteza de esta planta se han aislado
los triterpenos dcidos instipolindsico, oleandlico, masticadiendnico y 3-alfa-hidroxi-

masticadiendnico, una mezcla de acidos anacardicos, y aldehidos fendlicos.

En los afios de 1983 y 1987 se realizaron diversos estudios fitoquimicos de la corteza, encontrando
un perfil quimico triterpénico del tipo tirucalano, conformado por el dcido masticadiendnico, el
acido instipolinacico y el acido cuachalalico (Amezcua, 1983) (Garcia, 1987) (Mata, 1989) (Figura
4).
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Figura 4. Perfil triterpénico de la corteza de A. adstringens.

Posteriormente, en 1989 Mata reporté el aislamiento del acido 3-epihidroximasticadienoico, el
acido 3-a-hidroxi-masticadiendnico, acido epi-oleandlico, el dacido isomasticadiendnico, PB-
sitosterol, asi como, tres diferentes acidos alquil-anacardicos, tales como, el acido 6-pentadecil-

salicilico, el 4cido 6heptadecil-salicilico y el acido 6-nonadecil-salicilico (Mata, 1989) (Figura 5).



Aacide iEamasticadientnico

COCH

|"“H
e

A= {CHgl40H, dckdo pantadecizalicllice
. A= -{CH;5CH; Ackdo haptadectzalicilice
fi-sitosterol A= {GHghygSH; fokdo nonadecilsaiciios

HO

Figura 5. Metabolitos secundarios aislados de A. adstringens.

En 1991, el grupo de investigacién de Mata y Navarrete reportaron los compuestos presentes del
extracto hexanico, encontrando una mezcla de compuestos fendlicos de cadena alquilica larga

(Figura 6).
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Figura 6. Compuestos alquilfendlicos aislados del extracto hexanico de A. adstringens.



Navarrete, en 1998, evallo el extracto metandlico de la corteza de A. adstringens realizando la

particion de dicho extracto, obteniendo tres extractos de diferentes polaridades, cloruro de

metileno (CH Cl ), acetato de etilo (EtOAC) y Acetona (C H O). Posteriormente realizaron el
2 2 6 6

fraccionamiento del extracto de CH CI mediante cromatografia en columna, obteniendo cuatro
2 2

fracciones diferentes con un perfil quimico del tipo triterpénico (Navarrete, 1998).

Posteriormente, en 1999, Soto-Hernandez reportd el estudio fitoquimico del cuachalalate,
tomando en cuenta factores como la estacidn y el sexo de la especie. En dicho proyecto, se colectd
la corteza de cuatro arboles en diferentes estaciones del afio, asi como de diferente sexo. Cada
una de las muestras se dejo secar y se les realizd una extraccion con hexano. Posteriormente, cada
extracto se sometid a una separacién cromatografica en mezclas de Hexano:Acetato de Etilo como
eluyente, de manera general, de cada uno de los extractos se aislaron los siguientes compuestos:
el acido masticadiendnico, el acido a-hidroximasticadiendnico, la mezcla de los Aacidos
masticadiendnico e isomasticadiendnico y otra mezcla del acido hidroximasticadiendnico con un
compuesto hasta ahora desconocido. De los resultados obtenidos se realizd una comparacién
sobre la concentracion de los compuestos aislados y el sexo de la especie, asi como de la
concentracion de los compuestos con la época de afio, encontrando que el 4&cido
masticadiendnico, el dcido a-hidroximasticadiendnico y la mezcla de los dcidos masticadiendnico e
isomasticadiendnico se encuentran en mayor proporcion en plantas femeninas y solo la mezcla de
acido hidroximasticadiendnico con el compuesto desconocido, predominaron en plantas

masculinas (Soto-Hernandez, 1999).

Con respecto a la relacién de la abundancia de los metabolitos secundarios con la estacion del
afio, se encontré que en el mes de febrero la concentracion mayoritaria es del acido
masticadiendnico y de la mezcla del acido a-hidroximasticadiendnico con el compuesto
desconocido. Por otro lado, en el mes de noviembre la acumulacién de la mezcla de los acidos

masticadiendnico e isomasticadiendnico es mayoritaria.

Con base en los usos de esta especie dentro de la medicina tradicional, asi como de la actividad
bioldgica que presentan los derivados del dcido masticadiendnico, es de gran interés contar con
informacion precisa para saber cual es la mejor época del afio para poder colectar la especie, y

contar con la mejor concentracién de los compuestos con respecto al sexo de la especie vegetal.



En el aino 2003, Navarrete y su grupo de colaboradores siguieron la linea de investigacion descrita
previamente por Soto Hernandez en 1999. Continuando con el estudio de la fraccién activa del
extracto diclorometdnico de la corteza, realizaron la separacion cromatografica de los metabolitos
secundarios presentes, logrando aislar el d4cido masticadiendnico, el dacido 3a-

hidroximasticadiendnico, B-sitosterol y el acido 3epi-oleandlico.

2.7 Usos de Amphipterygium adstringens (Cuachalalate) en la salud humana.

El cuachalalate es de gran importancia como medicamento para los pueblos que habitan
tradicionalmente los lugares donde se desarrolla y la parte que se ha encontrado mas provechosa
es la corteza: su empleo principalmente en forma de cocimiento permite la curacidn de un
sinnumero de trastornos y malestares. Seglin Francisco Hernandez en el siglo XVI (citado por
Argueta et al., 1994) "la corteza es fria y secante, disuelve los tumores machacada y aplicada", los
pueblos indigenas la utilizan principalmente para el trato de afecciones cutaneas,
gastrointestinales, genitales, respiratorias y cancerigenas (Argueta et al.,, 1994). Es usado
comunmente para atender heridas, rozaduras, golpes y piquetes de moscos. Se emplea por
aplicacién directa de la maceracidn o la infusién de corteza, incluso las afecciones cutdneas se
pueden curar, aunque sean relativamente antiguas. También contribuye a eliminar dolores
estomacales e infecciones intestinales; buen funcionamiento del higado, vesicula, salud bucal y

erradicacion de la tifoidea.

En el caso de Morelos, se usa la corteza cocida antes de cada comida, junto con arnica
(Heterotbeca inuloides Cass) y restricciones dietéticas para prevenir y tratar las enfermedades
(Mata et al., 1994). Es usado en afecciones de inflamacion del 6rgano sexual femenino y es util
cuando se trata el flujo o granos vaginales, asi como la enfermedad de las mujeres puérperas: el
cachan (frio vaginal). También se han reportado en el tratamiento de enfermedades respiratorias
como tos, amigdalitis, gripe y tuberculosis. Los pueblos indigenas consideraban al cuachalalate
como purificador, principalmente por las propiedades que tiene la corteza que se utiliza para
tratar ulceras, cancer de estdmago, gastritis y ciertas lesiones cutaneas. Por otra parte, se emplea
en malestares digestivos, dolor de estdmago, infeccién o inflamacién intestinal, para limpiar el
estébmago, el higado, vesicula, contra la tifoidea y en problemas del tipo bucal como estomatitis,
dolor de muelas, endurecimiento de las encias y herpes (fuegos) bucales. También se reporta para

tratar problemas de circulacion (varices, intoxicaciones, Ulceras varicosas), enfermedades renales



(dolor e inflamacidn), de cintura, cabeza, pulmones, hernia, reuma y punzadas (es un analgésico);
fiebre, paludismo, manchas epiteliales, gangrena y diabetes. Actualmente se ha reportado en el
tratamiento cancer de estébmago, ya que esta reportada su relacién del triterpeno acido 3a-
hidroxi-masticadiendnico en el control del cancer de estdmago o adenocarcinoma, lo cual puede
representar una nueva alternativa en la elaboracidon de farmacos (Olivera-Ortega et al., 1999;

Solares, 2009).

En problemas relacionados con afecciones respiratorias, se utiliza para aliviar la tos, inflamacién
de anginas, enfermedades pulmonares, incluso para tratar a la tuberculosis. En algunos casos, se
utiliza en problemas de circulacién sanguinea, ayuda a purificar, desintoxicar y curar vdrices y
Ulceras varicosas. Otras aplicaciones medicinales son para fiebre, paludismo, caida del cabello y
manchas en la piel. (Garcia, 1973). En los afios 1986 y 1987, Navarrete y Soriano describen la
actividad de la corteza de cuachalalate, la cual presenta actividad hipocolesterolémica, relacionado
a la presencia de los compuestos fendlicos en el extracto hexanico. Mientras que Solares (1995)
reportd las propiedades del dcido masticadiendnico el cual estd relacionado con la actividad
anticancerigena y el acido 3a-hidroxi-masticadiendnico con una eficiencia del 80% en el control de
cancer estomacal. En la tabla 2 se reportan algunas de las acciones farmacoldgicas de A.

adstringens extraidas de la corteza del arbol.



Tabla 2. Accion farmacoldgica de A. adstringens.
AUTOR/ANO PRINCIPIO ACTIVO ACCION TIPO DE ORGANO
FARMACOLOGICA EXTRACCION
Sociedad Antitumoral y Acuosa Corteza
farmacéutica de adstringente
México/1952
Méndez/1954 Taninos/fendlicos Céncer estomacal Acuosa Corteza
Martinez/1969 Antitumoral y Acuosa Corteza
adstringente
Diaz/1976 Anticancerosoy Acuosa Corteza
antitumoral
Cortés/1979 Cancer estomacal Acuosa Corteza
Argueta/1984 Antitumoral y Metandlico via Corteza
anticancerigeno intramuscular en
raton
Navarrete/1986 Triterpenos Anticancerigeno Corteza
Soriano/1987
Watson/1987 Triterpenos Antiulcerosa
En ratas
Garcia/1992 Anticancerigeno Acuosa Corteza
APMTM (UNAM) Antiulceroso, Acuosa Corteza
1994 inhibe la Y
produccion de jugo Acetato
gastrico, De
cicatrizacion del Etilo
epitelio y mucosa
gastrica.
Carretero/2000 Taninos Astringente Acuosa Corteza
vasoconstrictor

2.8 Cultivo in vitro.

El cultivo de tejidos vegetales es el conjunto de técnicas en las que un explante (semilla, érgano,
tejido o célula) se inocula asépticamente en un medio artificial de composicién quimica definida y
se incuba en condiciones controladas (Rosas, 2007). El cultivo de células y tejidos vegetales ha
otorgado lineas celulares libres de virus, nuevos germoplasmas, sistemas de propagacioén clonal y
la introduccion de especies de plantas dificiles de propagar. El cultivo in vitro requiere
principalmente de los fitorreguladores de crecimiento para ejercer efectos importantes como
regular la iniciacién y desarrollo de brotes y raices sobre explantes y embriones en medios de

cultivo semisdlido o liquido.



Existen cinco principales grupos de fitorreguladores enddgenos: auxinas, citocinas, giberelinas,
acido abscisico y etileno. Muchos de estos grupos tienen multiples roles en el crecimiento y
desarrollo de plantas, y son muy usadas para la manipulacién de plantas en el cultivo de tejidos.

Todos ellos pueden ser divididos en tres grupos: auxinas, citocinas y giberelinas.

Las plantas generalmente producen o acumulan cantidades muy bajas de los metabolitos
quimicos de interés, por lo que, grandes cantidades de material vegetal son necesarias para
obtener sus moléculas bioactiva (Espinosa-Leal, et al. 2018). En este sentido, las técnicas de
cultivos in vitro de tejidos vegetales pueden ser utilizadas como una alternativa biotecnolégica en
la mayoria de las especies vegetales y ser Utiles para superar estos problemas, logrando la
preservacion de la especie utilizada y en muchos casos favoreciendo la produccién de metabolitos
de interés de una manera controlada y aséptica, evitando variaciones presentes en la planta
silvestre (Dominguez, 2015). Esta técnica tiene la ventaja de poder ser aplicada a la mayoria de las
especies superiores, ademas de resultar util en el estudio de plantas que se encuentran en peligro
de extincidn o que tiene un crecimiento muy lento, por lo que se requiere un método de
propagaciéon mas eficiente (Dominguez, 2015). Este tipo de cultivo tiene diversas ventajas como
permitir la induccidn de cualquier cultivo independientemente de donde se localice geografica y
estacionalmente, mantiene el cultivo libre de plagas y enfermedades. Ademas de ayudar al cultivo
de especies en peligro de extincion (Sampayo-Maldonado, et al. 2018), genera una produccion
ininterrumpida en calidad y rendimiento con ciclos de crecimiento muy cortos (Espinosa-Leal, et
al. 2018). También se puede producir una gran cantidad de biomasa, partiendo de una pequefia
cantidad de tejido en comparacién con otras estrategias potenciales, especialmente para la
produccidon de compuestos con estructuras complejas, siendo utilizada en la actualidad para la
produccidn de metabolitos secundarios a gran escala (Bourgaud, et al. 2001; Ramachandra y
Ravishankar, 2002; Ochoa-Villareal et al. 2016; Recto, 2018), permitiendo su aplicacidn directa en
el comercio y la investigacidn en diversas dreas de la biologia (Smetanska, 2008). Actualmente no
se han reportado cultivos in vitro de A. adstringens productores de compuestos quimicos de
triterpenos de interés, a pesar de ser una planta tan importante en el uso de la medicina

tradicional.

Por lo anterior en la presente propuesta de investigacion plantea realizar el perfil quimico de

diferentes partes del arbol de A. adstringens y el establecimiento de cultivos de células



desdiferenciadas de A. adstringens a partir de la generacién de callo friable como posible fuente

de produccién de metabolitos secundarios con interés farmacoldgico.

3 JUSTIFICACION.

Derivado del gran potencial que presenta Amphipterygium adstringens (cuachalalate) y la
produccion de sus compuestos quimicos activos contra una serie de enfermedades en beneficio de
la salud humana, hace que se site como un recurso con alto potencial en el campo industrial y
farmacéutico. Sin embargo, es necesario lograr una produccidon satisfactoria, constante y
homogénea de estos compuestos quimicos de interés farmacoldgico. A pesar de que existe una
gran cantidad de estudios quimicos de esta especie vegetal, es interesante analizar si actualmente
bajo las condiciones del cambio climatico a los que nos enfrentamos la planta mantiene el mismo
patrén de produccién de estos compuestos quimicos. En el estado de Morelos se cuenta con
varios municipios productores del cuachalalate, los cuales reportan una gran produccion de esta
materia prima (22.5 toneladas por afio, segin lo informo SEMARNAT e Inifap en 2011), sin
embargo el precio que paga el consumidor por las farmacéuticas es muy bajo. Es por esto que se
hace relevante definir la presencia de los principales metabolitos activos en estas plantas, con el
objetivo de incrementar su valor agregado. Ademas, es importante investigar otras alternativas
para la obtencidn de los metabolitos activos, no solo la corteza del arbol, sino también de otras
partes aéreas de la planta (como hoja y tallo de hoja (Peciolo), lo que evitaria esperar largos

periodos de tiempo para el descortezamiento del drbol o su tala indiscriminada.

En este proyecto se plantea trabajar con plantas de cuachalalate generadas por los productores en
Morelos y analizar la produccion de los compuestos quimicos con alto valor agregado, con el
interés de generar herramientas biotecnoldgicas y desarrollar un producto con interés
farmacéutico. Derivado de los tiempos tan largos para esperar a generacion de la corteza de A.
adstringens es necesario buscar nuevas estrategias biotecnoldgicas de produccion de esta especie

vegetal que permitan la produccién de compuestos quimicos de interés farmacolégico.



4 HIPOTESIS.

El andlisis fitoquimico de A. adstringens y el desarrollo de técnicas de cultivo in vitro permitirdn
identificar y obtener metabolitos secundarios del tipo fendlico de cadena alquilica con alto

potencial farmacéutico.

5 OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Aislar e identificar derivados fendlicos de cadena alquilica (dcidos anacardicos) presentes
en partes aéreas Amphipterygium adstringens, asi como establecer cultivos de células
desdiferenciadas (callos) con alta proliferacién celular, para la produccion de metabolitos

secundarios con potencial en la salud humana.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Obtener un extracto etandlico de A. adstringens (hojas, Peciolo, meristemo (chico y

grande), fruto (verde y seco), corteza, polen).

e Aislar e identificar los dcidos anacardicos presentes en el extracto etandlico
de las partes aéreas de Amphipterygium adstringens.

e Establecer cultivos de callo a partir de hoja de A. adstringens con la adicion de
reguladores de crecimiento vegetal.

e |dentificar los dcidos anacdrdicos que se generan a partir de cultivos in vitro de A.

adstringens (callos) presentes en el extracto etandlico.



6 DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

6.1 ANALISIS FITOQUIMICO.

6.1.1 Colecta de A. adstringens.

Para realizar los estudios fitoquimicos de A. adstringens, las muestras se colectaron en
poblaciones de Xoxocotla Morelos (hojas, tallo, flor polen, corteza) y en Puebla, donde solo se
recolecté la corteza (tabla 3). Para la colecta del material se consideré el tamafio del arbol y el
sexo. Las muestras de la colecta se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se triturd y
molidé hasta obtener un polvo, para proceder a su maceracién en diferentes disolventes quimicos,
como se muestra en la tabla 4. El solvente de extraccién fue etanol/agua (7:3), a una relacién de 1

ml de disolvente por 3g de planta molida.



Tabla 3. Colecta de A. adstringens.

Lugares de colecta de Parte de la planta Cantidad de la planta Cantidad del
la planta extracto
Xoxocotla Morelos Partes aéreasy 500 gramos de 50 gramos de
(arbol macho) terrestres Cada una Cada una
Puebla Sélo corteza 500 gramos 150 gramos
(arbol hembra)

Tabla 4. Extraccion etilica en una dilucién de alcohol/agua 70:30.

No. de muestras Extraccion Zona Tipo de Explante
1 Acuoso Xoxocotla Corteza
2 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Hoja
3 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Meristemo
4 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Meristemo Grande
5 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Fruto Seco
6 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Peciolo
7 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Corteza
8 etanol/agua 70:30 Puebla Corteza
9 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Fruto Verde
10 etanol/agua 70:30 Xoxocotla Hoja/Corteza

Una vez realizado el macerado se procedid a realizar un analisis por cromatografia en capa
fina de las diez muestras del arbol macho de Xoxocotla Morelos y el arbol hembra del

estado de Puebla.

Se procedié a comparar los diferentes perfiles que presentaba cada una de las muestras
colectadas de elucién de los metabolitos presentes en los diferentes extractos, tanto
acuoso (EA), como etandlico (EE), de un arbol macho del municipio de Xoxocotla Morelos
y de un arbol hembra del Estado de puebla; utilizando para este fin la fase de elucion de
acetato de etilo/ hexano (25:75), en placas de silica tipo G/UV254, 0.2 mm, en soporte de

hoja de aluminio.

6.2 Métodos cromatograficos.

6.2.1 Analisis de triterpenos por Cromatografia en Placa Fina (CCF).

En el analisis se fue tomando como referencia el articulo realizado por Saenab et al.

(2017), donde ellos usaron un sistema cromatografico compuesto de una placa de TLC de



10x10 cm de gel de silice 60 F254 y como eluyente una solucion de éter dietilico (30)+ éter
de petréleo (70) + 4acido férmico (1), siendo que nosotros empleamos una corrida
cromatografica con la fase movil compuesta por hexano (70) + éter dietilico (30) + acido
férmico (1). Saenab y colaboradores (2017) reportaron la presencia de diferentes tipos de
acidos anacardicos con los Rf's de 0.2, 0.37 y 0.53, y utilizaron como revelador una
solucién de acido fosfomolibdicdato (0.25 g disuelto en 10 ml de etanol) y posteriormente

la placa fue expuesta a una temperatura de 105°C durante 15 min.

6.3 Purificacion de terpenos por cromatografia en columna abierta.

Para realizar la purificacion de los compuestos se realizé inicialmente una serie de cromatografias
a columna abierta, empleando una columna de vidrio de 60 cm de largo por 1.5 cm de ancho,
empacada col silice 60 (Merck) con un tamano de particula de 40-60 pum y un sistema de elucién
recomendado por Saenab y colaboradores (2017), que consiste en hexano, éter dietilico, acido
férmico en una proporcidn de 70:30:1, y de esta forma lograr aislar estos compuestos de interés.
Cabe sefialar que trabajar con hexano es sumamente complicado debido a su alto grado de
volatilidad, teniendo que mantener compacta la silica dentro de la columna mediante compresion

con una bomba de aire para evitar agrietamiento.

6.4 Analisis de triterpenos por Cromatografia Liquida de Alta Presion.

Para identificar cuantificar los compuestos se utilizé un equipo de cromatografia liquida de Alta
Presién (CLAP o HPLC). El equipo es de la marca Waters, (Millipore Corp, Waters Chromagraphy
Divisién, Milford, MA, USA) equipado con un sistema de distribucidn de disolventes (bomba 600),

un detector de UV con rearreglo de diodos (410), un inyector automatico (717) y un procesador de

datos (Millenium 2000). Se utilizd un sistema de fase reversa en una columna C analitica (Waters:
18

3.9 x 150 mm, 5 um), con una fase movil compuesta por acetonitrilo: agua (70:30) y a una

absorbancia de 230 nm.



7 CULTIVO IN VITRO.

7.1 Material biolégico.

El material vegetal que se utilizd para el cultivo in vitro de A. adstringens fue a partir de partes
aéreas (hoja y Peciolo) de los arboles colectados en Xoxocotla Morelos, Ejido de Juchitan de la
Sierra de Huautla y cultivados en los viveros del Campo Experimental de Zacatepec. Las muestras

fueron colectadas en el mes de junio de 2019, cuyas caracteristicas y condiciones de su medio

ambiente son muy diferentes.

7.2 Método de desinfeccion de explantes de A. adstringens.

Para la desinfeccion de explantes de A. adstringens se llevd a cabo como se muestra en el

siguiente protocolo (Tabla 5):

Tabla 5. Protocolo de desinfeccion de explantes de A. adstringens.

Lavado No. Tratamiento Tiempo (min)
2 Agua estéril 5
2 Etanol al 70% 10
2 Agua estéril 2
1 Hipoclorito de sodio (cloro comercial) al 11
20%
1 Hipoclorito de sodio (cloro comercial) al 5
10%
2 Agua estéril 1

Este protocolo se llevd a cabo dentro de una campana de flujo laminar (marca VECO). Se colocaron
de 5 a 10 tejidos (hojas, Peciolo) en frascos tipo tarro con 25 ml de medio basal MS. Los frascos
fueron depositados en un cuarto de cultivo a temperatura de 25°C y fotoperiodo de 16h luz/8h
oscuridad y oscuridad total por un periodo de 15 dias y posteriormente se colocar en agitacién

suave durante 2 min en un frasco con agua mQ adicionado con el antibidtico cefotaxime (2 mg/L).



7.3 Medio para la induccion de callogénesis.

El medio de cultivo que se utilizd para inducir los callos de A. adstringens fue MS (Murashige y
Skoog, 1962), y B5 (Gamborg et al.,1968) adicionado con 30g de sacarosa, 3g/L PVP y los
fitorreguladores de crecimiento (2,4-D y cinetina (2mg/L), pH 5.7 y phytagel® (3.5 g/L)
posteriormente se esterilizaron por 15 minutos a 121°C y 15 psi. El medio de cultivo esterilizado se
vertié a tarros de 100 ml con un volumen de trabajo de 25 ml de medio de cultivo. Una vez
solidificado el medio de cultivo se colocaron 5 explantes desinfectados en cada frasco. La
incubacidn fue por 30 dias a temperatura de 25°C en luz constante y oscuridad total, tabla 6. El

experimento se realizd con 3 repeticiones para cada tratamiento (tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos para la induccion de callogénesis de A. adstringens.

Regulador de crecimiento medio de cultivo
Tratamiento Cinetina + 2,4-D Cinetina + 2,4-D MS B5
(4 mg/L) (2 mg/L
Oscuridad < ! e <
Luz * * * *
Constante
* * * *

Fotoperiodo

*Se realizo el tratamiento en esas condiciones.

7.4 Viabilidad celular de A. adstringens.

La viabilidad celular se determiné de manera indirecta a través de la integridad de la membrana,
utilizando la técnica de diacetato de fluoresceina (DAF) (Wildholm, 1972). Para preparar la
solucidn, se pesaron 5 mg de DAF y se disolvieron en 1 mL de acetona, almacenandose a 4°C. Una
alicuota de 0.1 mL del stock se adiciono a 5 mL de agua desionizada. Posteriormente, se tomaron
50 uL de esta ultima dilucién y se mezclé con una muestra de callo o en 500 pL para suspension
celular, se dejo reposar por 1 min, después se tomaron 50 puL y se colocé en un portaobjetos para
ser observada al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super high pressure mercury

lamp, Modelo HB-10103AF).



7.5 Cromatografia en capa fina de los compuestos presentes en los callos de
A. adstringens.

Para determinar si los callos generados producian alguno de los compuestos de interés, se realizd
un analisis cromatografico en capa fina. Se prepard un extracto de los callos generados in vitro
mediante maceracion en etanol/agua (70/30) por una semana. El filtrado se concentré para la
obtencion del extracto crudo que posteriormente se analizaron por CCF como anteriormente se

describié en el punto 6.2.1.



8 RESULTADOS.

8.1 Colecta de A. adstringens.

Las muestras de A. adstringens fueron colectadas en las poblaciones de Xoxocotla y Sierra de
Huautla en el ejido de Juchitan del estado de Morelos. Se colectaron partes aéreas de los arboles:
hojas, Peciolo, corteza, meristemo pequefio, meristemo grande, fruto verde y fruto seco, las
colectas se de la Sierra de Huautla fueron tomadas de arbol macho y hembra. Para realizar un
comparativo de compuestos presentes en corteza, se compard con arboles colectados del estado
de Puebla donde solo se colecto corteza como se muestra en la tabla 7. Una vez secadas las
muestras se trituraron hasta obtener un polvo muy fino y fueron maceradas para realizar la

extraccion de los compuestos presentes en todas las muestras.

Tabla 7. Colecta de A. adstringens.

Lugares de colecta de la Parte de la planta Cantidad de la planta
planta
Xoxocotla Morelos Partes aéreas y terrestres 500 gramos de
(arbol macho) cada muestra
vegetal
Puebla Sélo corteza 500 gramos
(arbol hembra)
Sierra de Huautla Partes aéreas y terrestres 500 gramos de
Ejido Juchitan cada muestra
(arbol hembra) vegetal
Sierra de Huautla Partes aéreas y terrestres 500 gramos de
Ejido Juchitan cada muestra
(arbol macho) vegetal

8.2 Analisis de los extractos crudos por Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Con el objetivo de analizar el perfil quimico en las muestras colectadas del arbol de A. adstringens,
de las muestras de Xoxocotla Morelos, Sierra de Huautla y del estado de Puebla, se realizé la
extraccion de los compuestos quimicos en alcohol etilico (70:30) y se analizaron por cromatografia
en capa fina. Como se puede observar el la figura 7, el perfil cromatografico de las muestras
colectadas son semejantes. Sin embargo, fue necesario repetir este andlisis para lograr una mejor
separacion de los compuestos quimicos utilizando el equipo automatizado de CCF CAMAG, para
observar mas finamente la separacidon de los compuestos (figura 8), donde observamos un
comportamiento de bandas totalmente diferente, con el empleo del sistema de elucidon hexano:

acetato de etilo (75:25). Uno de los compuestos quimicos mas importantes reportados en



literatura para el cuachalalate pertenecen son los derivados del 4cido anacardico, que poseen una
cadena alquilica de 13-15 carbonos, lo que hace que estos compuestos sean de baja polaridad
(Navarrete 1986, Soriano 1987, Mata 1991, Solares 1995). Se eligidé este sistema de elucion, con
una alta proporcion de hexano, que es un solvente de muy baja polaridad, para poder visualizar la

presencia de los acidos anacardicos en las muestras analizadas.

a) Longitud de onda corta (280 nm) b) Longitud de onda larga (315 nm)

Figura 7. Comparacion cromatografica en capa fina de las muestras colectadas del arbol de Cuachalalate:
de la zona de Xoxocotla Morelos (macho), de Puebla (Hembra), Extraccion Acuosa (EA), extraccion Etilica
(EE). De izquierda a derecha por numeracion: 1) EA-Xoxo-Corteza, 2) EE-Xoxo-Hoja, 3) EE-Xoxo-Meristemo,
4) EE-Xoxo-Meristemo Gde., 5) EE-Xoxo-Fruto Seco, 6) EE-Xoxo-Peciolo, 7) EE-Xoxo-Corteza, 8) EE-Puebla-

Corteza, 9) EE-Xoxo-Fruto Verde. En un sistema de (hexano:acetato de etilo (75:25).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 8. Comparacién cromatografica en capa fina observada en el equipo CAMAG, de nueve muestras de
las diferentes partes de un arbol de Cuachalalate de la zona de Xoxocotla Morelos (macho), de Puebla
(Hembra), Extraccidn Acuosa (EA), extraccion Etilica (EE) De izquierda a derecha por numeracion: 1) EE-Xoxo-
Hoja, 2) EE-Xoxo-Meristemo, 3) EE-Xoxo-Meristemo Gde., 4) acido acetil salicilico 5) EE-Xoxo-Fruto Seco, 6)
EE-Xoxo-Peciolo, 7) EE-Xoxo-Corteza, 8) EE-Puebla-Corteza, 9) EE-Xoxo-Fruto Verde. En un sistema de

(hexano:acetato de etilo, 75:25).



8.2.1 Purificacion de los compuestos de interés de las muestras colectadas del
arbol de Cuachalalate de hoja, meristemos, fruto seco y Peciolo de Xoxocotla.
Analisis por cromatografia de capa fina preparativa.

De acuerdo al primer analisis, se decidio trabajar inicialmente con las muestras de del arbol de
cuachalalate con de hoja, meristemos, fruto seco y Peciolo de Xoxocotla, para lograr el
fraccionamiento cromatografico de un compuesto presente en estos extractos con un Rf 0.54, a
través de cromatoplacas prepartivas, con una fase mévil de hexano:acetato de etilo y hexano
(75:25). Los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 9, en el panel A, donde se logré
obtener la banda con el mismo Rf 0.54 de los extractos de hoja, meristemos, fruto seco, que de
acuerdo con lo reportado por Navarrete 1986, Soriano 1987, Mata 1991, Solares 1995, podria
tratarse de un derivado del acido anacardico. Debido a los bajos rendimientos, menores a 1 mg, se
procedid a obtener una cantidad mayor del compuesto a través de la cromatografia en columna

abierta.

Con respecto a la purificacién de los compuestos de Peciolo se logré obtener una fraccion
enriquecida del compuesto con Rf = 0.25 (Fig 9, panel B). Debido también al bajo rendimiento

obtenido se decidié purificarlo por columna abierta.

a)

Figura 9. a) Cromatografia en capa fina de los compuestos puros de los aislados de las diferentes partes del arbol de
cuachalalate de Xoxocotla, panel a) 1. hoja, 2. Meristemos, 3). Fruto seco de Xoxocotla y utilizando una fase movil de
acetato de etilo y hexano (25:75) para realizar su separacion b) compuestos obtenidos de la separacién en

cromatoplaca a partir del extracto de Peciolo.



Purificacion por cromatografia en columna abierta de compuestos presentes en el

Peciolos.

Con el fin de obtener una mayor cantidad de los compuestos de Peciolo con Rf =0.25 y 0.54 y
realizar su purificacion, se procedio a colectar muestras de Cuachalalate de Xoxocotla y Sierra de
Huautla, ambos de Morelos. En Sierra de Huautla se colectaron muestras de 2 éarboles: una
hembra y el otro macho (presencia de polen). Considerando que el perfil quimico de produccion
pudiera ser diferente, se realizd un perfil cromatografico en capa fina, y como se puede observar
en la figura 10, el arbol colectado de Xoxocotla y Sierra de Huautla hembra producen los mismos
compuestos mayoritarios, mientras que en el arbol macho solo se pudo observar un solo

compuesto (Rf =0.25)

= (.25

Figura 10. Cromatografia en capa fina: comparacion del perfil quimico entre extractos de tallos de hoja
provenientes de tres arboles diferentes: 1) Peciolo de Xoxocotla (hembra), 2) Peciolo de Sierra de Huautla

(macho) 3). Peciolo de Sierra de Huautla (hembra). En un sistema de (hexano:acetato de etilo (75:25).

La produccién de compuestos generados a partir de Peciolo muestra un perfil interesante de
acuerdo con la cantidad extraida de los arboles colectados en Xoxocotla (hembra), por lo que se
procedid a realizar su purificacién en columna abierta. Después de realizar un fraccionamiento
cromatografico del extracto de (10g de extracto crudo de Peciolo) en silica con una fase mavil
constituida por hexano, éter dietilico, acido féormico en una proporcion de 70:30:1, se logrén
obtener 21 fracciones, las cuales fueron analizadas por cromatografia en capa fina (figura 11). En

este experimento se logré aislar dos compuesto con Rfs 0.25 y 0.5 (figura 12).



Figura 11. Perfil cromatografico en capa fina, donde se muestran los compuestos del perfil quimico
obtenidos del fraccionamiento de la biomasa de los tallos de hoja de la Sierra de Huautla. Sistema de elucién

en silica: hexano: éter etilico y acido férmico (70:30:1). Deteccidn en luz ultravioleta a 315 nmy 280 nm

0.5 0.5

0.25

Figura 12. Perfil cromatografico en capa fina de los compuestos puros de tallos de hoja de la Sierra de
Huautla. Sistema de elucion en silica: hexano: éter etilico y acido formico (70:30:1). Deteccién en luz

ultravioleta a 315 nm.

Durante el secado de las muestras fraccionadas se observd que en las fracciones 6, 7 y 8 se
formaron cristales, destacando que la fraccion del vial 7 fue donde se obtuvo mayor rendimiento
(0.046 g) de un compuesto en la forma de cristales (figura 13 a). A la fraccion 7, se realizé un
estudio de punto de fusién para determinar su identidad quimica. La prueba consistié en someter
2mg del cristal a un calentamiento de 25°C a 102°C, donde se observd que al 95°C inicid el punto

de fusion y a 110°C (figura 13 b). Estos resultados indican la el compuesto podria tratarse de un



derivado del acido anacardico, ya que segun la base de datos PubChem (2020) el punto de fusion

de los acidos anacardicos varian de 92°C a 93°C.



A)  Cristales B) Cristales a 110°C

Figura 13. Punto de fusién de los cristales procedentes de los compuestos aislados de Peciolo del

Cuachalalate 25°C a 102°C.

8.3 Analisis Comparativo por HPLC de las partes aéreas de Cuachalalate de la
zona de Xoxocotla Morelos.

Una vez analizado el perfil cromatogrifico en capa fina y aislados 2 de los compuestos
mayoritarios en las muestras colectadas, se decidié realizar un estudio comparativo por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) de los extractos completos, de las partes aéreas del
Cuachalalate colectadas en Xoxocotla Morelos. Las muestras estudiadas fueron: 1) Corteza, 2)
Hoja, 3) Meristemo, 4) Meristemo Grande., 5) Fruto Seco, 6) Peciolo, 7) Corteza, 8) Corteza, de
puebla 9) Fruto Verde y 10) mezcla de hoja: corteza (50:50). El analisis comparativo de los
cromatogramas obtenidos en HPLC, utilizando una columna C-18 y una fase mdvil de acetonitrilo:
agua (70:30), con deteccion a de 230 nm, se observa la presencia de un compuesto mayoritario al
minuto de 17.2 de la corrida en todas las partes aéreas analizadas del arbol del cuachalalate, como

se muestra en la Figura 14.



Figura 14. Perfil cromatogréafico por HPLC de Cuachalalate (hembra) de la zona de corteza de Puebla y
Xoxocotla Morelos y 1) Corteza-acuosa puebla, 2) Hoja, 3) Meristemo, 4) Meristemo Grande., 5) Fruto Seco,

6) Peciolo, 7) Corteza, 8) Corteza, de puebla 9) -Fruto Verde y 10) Mezcla de hoja corteza (50:50). Se registra
un pico en comun a los 17.2 min. Sistema cromatografico: acetonitrilo: agua (70:30), columna C-18,

absorbancia de 230 nm.

Los cromatogramas obtenidos anteriormente se sometieron al programa INKSCAPE Vector Grafics
Editor (figura 15), el cual empalma las corridas cromatograficas para una mejor comparacion de los
picos presentes en las muestras analizadas, mostrando que la mayoria de las muestras posee un
pico mayoritario que migra a los 17.2 min, que se encuentra en todas las partes aéreas del
Cuachalalate. Lo interesante de esta comparacidon es que no existe ningun reporte cientifico
bibliografico que se mencione que todas las partes de la planta contiene este compuesto quimico,

por lo que es interesante saber su estructura quimica.
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Figura 15. Comparacién cromatografica en HPLC de las diez muestras de las partes aéreas de Cuachalalate (hembra) de
la zona de Xoxocotla Morelos: 1) Corteza-acuosa, 2) Hoja, 3) Meristemo, 4) Meristemo Grande., 5) Fruto Seco, 6)
Peciolo, 7) Corteza, 8) Corteza, de puebla 9) -Fruto Verde y 10) Mezcla de hoja corteza (50:50), con tiempo de retencion

de 17.2 min. Sistema: Acetonitrilo: agua (70:30), columna C-18, absorbancia de 230 nm.

8.4 Identificacion del compuesto quimico con el punto de referencia de Rf =
0.25 mediante cromatografia en gases masas.

Después de que haber realizado la extraccion etilica y purificacion del compuesto con Rf = 0.25
mayoritario de Peciolo, de la Sierra de Huautla (figural6), se logré la obtencién de un precipitado
en la forma de cristales, que se sometid a un estudio de gases-masas en el Centro de

Investigaciones Quimicas (CIQ-LANEM), de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.



0.5

0.25

Figura 16. Perfil cromatografico en capa fina de los compuestos puros de tallos de hoja de la Sierra de
Huautla, mostrando él compuesto de color fosforescente con un punto de referencia de 0.25, que se analizé

por gases-masas. Carril 1: Peciolo Xoxotla (hembra) ; carril 2:Peciolo Sierra de Huautla (macho); carril 3: Peciolo Sierra de Huautla

(hembra). Fase mévil compuesta por hexano: éter etilico y ac. férmico (70:30:1) y visualizacion bajo luz ultravioleta.

Los resultados obtenidos del andlisis por cromatografia de gases-masas del compuesto con Rf 0.25
mostraron que existe la presencia de un pico en el minuto 43.63 que corresponde a un acido
anacardico (Fig. 17). Este compuesto presentd un valor de masa de 316 M/z, correspondiente a un
compuesto con formula [M-H] de un derivado del acido anacardico de 13 carbonos (Fig. 18 y 19).
El andlisis mostré que la concentracion de compuestos del acido anacdrdico de 13 carbonos y 3
insaturaciones, frente a los demas compuestos volatiles presentes en la muestra analizada fue del

39.2%.
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Figura 17: Cromatograma del analisis de gases-masas del compuesto con Rf 0.25, que corresponde al pico
mas abundante con Tr 43.63 min.
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Figura 18: Espectro de masas del compuesto con Tr 43.63 min (compuesto con Rf 0.25) obtenido en el
analisis de cromatografia de gases.

Figura 19. Estructura quimica propuesta para el compuesto con Tr 0.25 en CCF, un derivado del 4dcido
anacdrdico de 13 carbonos.



Esta propuesta estructural para el dcido anacardico del tipo C13 se realizaron sobre la base de la
sefiales del ion molecular m/z 315. Cabe mencionar que este resultado respalda los estudios de
CCF, donde la muestra siempre mantiene un Rf de 0.25, indicando se tratar de un compuesto de

menor polaridad que el 4cido salicilico (Rf 0.1), figura 20.

Figura 20: Perfil cromatografico en capa fina de los compuestos presentes en los extractos de tallos de hoja
de la Sierra de Huautla: 1) polen, 2) Callos, 3) compuesto de referencia con Rf 0.25, 4) Hoja y 5) acido

salicilico. En un sistema de (hexano: éter etilico y ac formico (70:30:1).



8.5 Cultivo in vitro de A. adstringens.

8.5.1 Porcentaje de desinfeccion de explantes de A. adstringens.

En el proceso de desinfeccidn de los explantes de hoja y Peciolo de A. adstringens fue del 20 al 30

% de efectividad en el protocolo de desinfeccién. Entre los problemas mas importantes que
presentaron estos tejidos vegetales fue la alta cantidad de agentes bacterianos y hongos que
ocasionan grandes pérdidas de material vegetal, lo que retraso el establecimiento de los cultivos
celulares. Los protocolos de desinfeccién mas utilizados para los explantes de hojas fue cuando se
implementd hipoclorito de sodio en concentraciones altas y exposicion a periodos largos de
inmersidn y etanol en una concentracion del 50-80 % con tiempos de inmersidn mas corto, los
cuales generan una disminucidn considerable en el porcentaje de contaminacion de los diferentes

explantes.

8.5.2 Condiciones de cultivo in vitro para la generacion de callos de
A. adstringens.

La formacion del callo se observé en el medio de cultivo B5 con los fitorreguladores de 2,4-D:
Cinetina a 2 mg/L respectivamente, en esta condicidn crecieron los explantes de Xoxocotla y del
Campo Experimental de Zacatepec, para el Ejido de Juchitdn de la Sierra de Huautla no se han
podido generar callos. Los callos generados fueron a partir de dia 38 de que se colocaron los
explantes en los medios de cultivo y al dia 45 los cultivos mostraron una coloracién cristalino-
amarilla, nodular y mayor friabilidad lo que permitird poder generar y disgregar las células si se

plantea trabajar con células en suspension en un futuro (tabla 8).

Los callos generados de hoja colectada en Xoxocotla Morelos, después de 60 dias de haber
iniciado los cultivos, se observd una respuesta favorable del 43% con la formacién de callo tipo
friable y para los callos obtenidos del Campo Experimental de Zacatepec se observd al dia 66 con
un 30% de generacién de callo, como se muestran en la tabla 9. Los callos generados de los
explantes presentan una coloraciéon negra desde los 20 dias de haber colocado el explante en el
medio de cultivo y a un afio de haber generados los callos estos intensifican su color negro como
se muestra en el Ultimo panel de la tabla 9, sin embargo la viabilidad de las células estd en el rango

de 90 a 95%.



Tabla 8. Produccidn de callo de A. adstringens en tratamientos con diferente concentraciény
combinacién de reguladores de crecimiento.

Regulador de crecimiento medio de cultivo
Tratamiento Cinetina + 2,4-D Cinetina + 2,4-D MS B5
(4 mg/L) (2 mg/L callo Callo
Friable Friable (%)
(%)

Oscuridad * rkE 40 60%
% %k %k

Luz NC NC NC NC

Constante
Fotoperiodo * * 10 90

*** Alto crecimiento celular *Poco crecimiento celular, NC= no crecié



Tabla 9. Generacidn de callo a partir de hojas de jévenes de A. adstringens colectadas en Xoxocotla y del
Campo Experimental de Zacatepec.

Fecha Callos de Xoxocotla Callos de Campo RESIEMBRA de Callos de RESIEMBRA de callos
Explante 1 Experimental de Explante 1 explante 2

Zacatepec. Esxplante 2 Xoxocotla Campo experimental
4 abril | T : ’
2019
DESARROLLO DE CALLO DESARROLLO DE
CALLO

11
Abril
2019

AUN NO CRECIA

30
Abril
2019

27
Mayo
2019

30 No. de resiembras 13 No. de resiembras 13
Julio
2020

853 Anadlisis de los compuestos producidos a partir de cultivo in vitro

(callos) de Cuachalalate.

Con el fin de verificar si los cultivos in vitro (callos) producian los mismos compuestos sintetizados
en los arboles de Cuachalalate, se analizé el perfil quimico por HPLC de una de las lineas que se
han establecido. Los resultados obtenidos muestran al parecer uno de los compuestos

mayoritarios de presentes en el arbol de A. adstringens, el compuesto con Rf= de 0.54 (figura 21).



Figura 21. Perfil cromatografico en capa fina, donde se observa los compuestos producidos en cultivos de
callos y su comparacion con los producidos en partes aéreas de Cuachalalate. Carril 1: Corteza de Xoxocotla.
Carril 2: Callos generados in vitro. Carril 3: Polen. Carril 4: Peciolo (macho). Carril 5: Peciolo (hembra).

*Sin embargo es necesario corroborar este compuesto quimico por métodos analiticos mas finos

como HPLC y RMN.

Con los resultados obtenidos hasta el momento se plantea poder realizar la elaboracién de
productos a partir de extractos Amphipterygium adstringens, Cuachalalate, sin embargo, es
necesario terminar de analizar los demas compuestos que se tienen ya puros para conocer sus
estructuras quimicas y poder aportar al control de calidad del material vegetal, ademas de

posibilitar la evaluacidén de compuestos puros en ensayos farmacoldgicos.

9 DISCUSION.

9.1 Colecta de A. adstringens.

La colecta de A. adstringens (Cuachalalate) se realiza en diferentes partes del pais, sin embargo, el
90% del total del producto que se consume anualmente en México se produce y se abastece de la
region de Sierra de Huautla, Morelos, Mixteca Poblana y parte de la Cuenca del Balsas (Solares y
Galvez, 2002a; Solares, 2009). Para la realizacion de este estudio también se colecté material
vegetal en el municipio de Xoxocotla Morelos, donde se localizéd un arbol (hembra) del cual se
tomaron las muestras y ademas del ejido de Juchitan en la Sierra de Huautla (arbol macho vy
hembra). Los resultados obtenidos han mostrado por primera vez que tanto la corteza como las

partes aéreas del cuachalalate de 3 zonas diferentes presentan perfiles quimicos similares.



9.2 Resultados de los perfiles metabdlicos observados en la cromatografia en
capa fina (CCF).

Una observacién muy particular que se hizo notar fue que Méndez (1954), Martinez (1969), Diaz
(1976), Cortés (1979), Navarrete (1986), Garcia (1992) y Carretero (2000) realizaron sus estudios
partiendo de muestras de material vegetal de “corteza” del arbol lefioso de Cuachalalate, y de
estos diferentes estudios se desprendié toda la informacién reportada por ellos, que es de facil
acceso para su consulta. Sin embargo, en el caso de esta investigaciéon se tomé la decision de
primero realizar un estudio de todas las partes aéreas y terrestres (con excepcion de raiz) de un
solo arbol para determinar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios. Para un segundo
estudio se llevd a cabo una segunda recoleccion de material vegetal en el ejido de Juchitan de la
Sierra de Huautla, con el objetivo de determinar las diferencias y similitudes entre arboles machoy

hembra de diferentes zonas (a saber, Xoxocotla y Sierra de Huautla).

9.3 Compuestos de interés encontrados en Cuachalalate.

La presencia de los compuestos de interés es uno de los recursos potenciales que hacen del
estudio de que esta planta lefiosa (cuachalalate) sea considerado como un recurso potencialmente
importante en la industria farmacéutica. Tanto Navarrete (1986), Soriano (1987), Mata (1991), y
Solares (1995), entre otros, mencionaron que la presencia del acido masticadiendnico representa
uno de los compuestos presentes en el cuachalalate con un interés muy particular debido a sus
propiedades anticancerigenas, e incluso se llega a reportar que el compuesto 3-alfa-hidroxi-

masticadiendnico posee una eficiencia del 80% contra el cancer estomacal.

Tan importante es este tema que algunas terapias con triterpenos ya cuentan con patente
registrada en la WIPO como tratamiento contra algunas enfermedades. En el caso del presente
estudio se pudo comprobar la presencia de los diferentes metabolitos secundarios del
cuachalalate en las diferentes partes de la planta (aéreas terrestres), e incluso en las diferentes
zonas de las cuales se obtuvo el material vegetal, tanto de Xoxocotla Morelos, como del ejido de

Juchitdan Morelos; ademas de que se realizd la comparacion entre arboles macho y hembra.

Cabe mencionar que también estos autores, como Mata et al., 1991 especificamente, han

reportado la presencia de diferentes acidos anacardicos (tanto aquellos con cadena lateral de 15



carbonos sin dobles enlaces, como aquellos con doble y triple enlaces). En el caso de este estudio
nosotros reportamos la presencia (segun los resultados del andlisis de gases-masas) de un acido
anacardico de 13 carbonos con tres dobles enlaces (aunque aun falta corroborar este resultado

mediante el analisis por resonancia magnética nuclear de los cristales obtenidos).

9.4 Determinacion de la presencia de compuestos de interés mediante HPLC.

Los principales estudios reportados para el cuachalalate concluyen en su corteza ocurre la
presencia de los principales metabolitos principales como 4dacidos anacardicos, &cido

masticadiendnico y 3 alfa-hidroxi-masticadiendnico.

En el caso de este desarrollado en el presente trabajo de investigacion, a las diferentes partes del
arbol de cuachalalate, se pudo apreciar una diferencia significativa en el perfil quimico obtenido
por HPLC entre un meristemo joven y un meristemo maduro. Ademas, se ha identificado un
derivado de 13 carbonos del acido anacardico que se aisld del Peciolo, que también ocurre en la
corteza. Esta evidencia es trascendente, ya que la corteza es el material que se comercializa, con el
uso masivo por la poblacion mexicana, ademas de su exportacién a diferentes mercados, por lo

que el uso del Peciolos podria representar un aprovechamiento racional de la planta.

Un logro importante del presente proyecto de investigacion fue lograr por primera vez el cultivo
de callos a partir de hojas de cuachalalate productores de un compuesto también sintetizado por
la planta silvestre, lo que abre puertas para el desarrollo de propuestas productivas de
metabolitos utilizando estrategias biotecnoldgicas para la produccién controlada de metabolitos

de interés farmacéutico.

10 CONCLUSIONES.

e De acuerdo a los resultados de HPLC y gases-masas, se reporta que varios de los
metabolitos que se encuentran en la corteza también estan presentes en otras partes de
la planta.

e Se ha demostrado que la produccién de metabolitos de la corteza del arbol de
cuachalalate de Morelos y la corteza de los arboles de Puebla presentan perfiles

cromatograficos similares.



e Se identifico el acido anacardico trieno con una cadena lateral de 13 carbonos, en el arbol
colectado en Sierra de Huautla en el ejido Juchitdn.

e La eficiencia de desinfeccién de los explantes de hojas de A. adstringens fue de 30 %.

e Se determind al tratamiento de oscuridad (2 mg/ de 2,4-D: Cinetina respectivamente

como inductor de callogenesis de A. adstringens, lo que generé callos friables.

e En callos se observd la producciéon de uno de los compuestos mayoritarios que se

producen en las partes aéreas de A. adstringens. Aun se debe identificar su estructura

quimica.

11 PERSPECIVAS.

e Caracterizar las moléculas presentes en el extracto de tallo hoja y corteza del
cuachalalate de las moléculas de acido masticadiendnico (MDA), 3 a-hidroxi-
masticadiendnico, acido anacardico de 15 carbonos (monoeno y trieno) en

Peciolo.

e Analizar los extractos de los meristemos a diferentes edades del Cuachalalate, ya
gue derivado del estudio de HPLC se observaron compuestos interesantes debido

a su polaridad muy diferente a la reportada en corteza.

e Caracterizar la estructura quimica del compuesto producido in vitro por los callos

obtenidos.

e Concretar la colaboracion con el Grupo de Ejidatarios de Sierra de Huautla, Cadena
Productiva de aprovechamiento de Plantas Medicinales de la Sierra de Huautla

Morelos S.P.R. de R.L.

e Generar el registro de la empresa por Leonel Andres Ortega, para el desarrollo y
venta de los productos formulados desarrollados a partir de cuachalalate (jabon,

gel, pasta dental, fitomedicamento.



12 ANEXOI

Paralelamente a este proyecto de tesis, y de manera independiente a este posgrado, se
llevé a cabo la elaboracion de productos a partir de extractos Amphipterygium

adstringens, Cuachalalate. Con la investigacion realizada sobre esta planta medicinal se
desarrollaron productos interesantes teniendo como base el extracto etilico, de diferentes partes

del arbol de cuachalalate, especificamente el extracto crudo de hoja.

12.1 Jabén con extracto etilico de A. adstringens.

En abril del 2019, se inicid la elaboracién de un producto que para tratar la “Alopecia androgénica”
caida de cabello, que tuviera como caracteristica ser de facil aplicacién diaria. De acuerdo con la
revision bibliografica algunos de los compuestos quimicos del cuachalalate presentan actividad
como bloqueadores de la enzima 5-alfa-reductasa, que propone la teoria de la regeneracion
celular; ya que se ha demostrado que se logra la apertura de los poros del cuero cabelludo
paulatinamente. Sin embargo, es importante realizar estudios sustentados cientificamente. Se
realizd la elaboracién del jabdon y se mostré un stand en la feria de la Academia Mexicana de
Morelos, donde hubo la presencia de cientificos y poblacién, y se expusieron los jabones
elaborados de Cuachalalate, que fue bien aceptado por el publico, ya que decian que tratandose
de un producto natural y de una planta bien estudiada y conocida popularmente se atrevian a

consumirlo.

Produccion de jabones, ya elaborados bajo un proceso mas estandarizado, con la concentracién

estandarizada del extracto etilico de A. adstringens. 14 de abril de 2019.



Presentacion del prototipo. Comparacion del primer prototipo del
12 de junio de 2019 Jabon enriquecido con biotina.

. e 7

PRESENTACION DELJABON A BASE DE CUACHALALTE

12.2 Preparacion de gel a base de extractos de A. adstringens, como
regenerador celular y posible activador del gen MUTYH involucrado en la
reparacion del ADN.

En este proyecto también se propuso elaborar un gel a base de extracto acuoso de A. adstringens,
ya que es de interés en la regeneracion celular.

Se ha reportado que existen células humanas con dafo oxidativo dafiando principalmente al gen
MUTYH responsable de reparar el ADN mutado, este gen se encuentra en el brazo corto (p) del
cromosoma 1 (1p34.1), este gen codifica un enzima llamado glicosilasa MYH, que participa en la

reparacion del ADN (Kevin J. McDonnell, at al.,2018) .



Esta enzima corrige los errores que se introducen cuando se divide el ADN celular. Las mutaciones
en este gen afectan a la capacidad de las células para corregir los errores cometidos durante la
division del ADN, que dan como resultado la produccién de una glicosilasa MYH no funcional o de
funcién débil. Cuando se altera la reparacion por escision de nucleétidos en la célula se acumulan
las mutaciones en otros genes, lo que lleva a la célula al crecimiento excesivo descontrolado, y a la

posible formacién del tumor.

Por ejemplo, los tumores epiteliales tienen un nivel inferior al normal de la glicoproteina E-
caderina, que es responsable de la adhesién célula-célula en los tejidos normales. Ademas, en
muchos tumores extremadamente malignos algunas enzimas proteoliticas como las
metaloproteinasas se encuentran presentes en niveles mas altos que los normales. Por ejemplo,
las células de cancer de mama que se metastatizan al hueso expresan de manera normal el gen de
la metaloproteinasa MMPI, los que se difunden a los pulmones sobre expresan los genes MMP1 y
MMP2. Se ha demostrado que el grado de agresividad de un tumor presenta una correlacion
positiva con el nivel de enzimas proteoliticas que expresa el tumor. Ademas, las células malignas
no son sensibles a los controles normales conferidos por moléculas reguladoras como los

inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) (Klug, et al. 2013).

La desaminacion de bases puede ocurrir de forma espontanea o inducida por agentes quimicos (p.
e. acido nitroso). En este caso se elimina un grupo amino de ‘forma oxidativa’ con la formacion de
un grupo ceto. Esta transformacion altera seriamente la formacién de puentes de hidrégeno. La
reparacion de estos desapareamientos debe ocurrir antes de la replicacion y por tanto no cuenta
con el indicador de la metilacién del ADN, ya que al ser mutaciones independientes de la
replicacién pueden ocurrir en ADN completamente metilado. La reparaciéon se ha de llevar a cabo
por un sistema de escision de nucleédtidos, pero independiente de la metilasa. También existen

glicosilasas especificas capases de reparar este tipo de errores.

Uno de los dafios mas frecuentes en el ADN es la produccién de 6-O-metil-guanina que puede
aparearse con timina en vez de citosina y una de las vias de reparacidn usa una serie de enzimas
llamadas glicosilasas que hidrolizan el enlace glicosidico del nucledtido eliminando la base y
dejando un sitio apurinico o apirimidinico. La etapa final de la reparacion mediada por glicosilasas

es comun en todos los casos e incluye la accidon de una endonucleasa que reconoce el sitio sin base



e introduce una mella en 5’, y a continuacidn el ADN polimerasa 1 inicia la sintesis en el extremo 3’
y finalmente la cadena es cerrada por la ADN ligasa (Serrano, et al. 1992). Con base en lo anterior,
ha surgido la idea de producir un gel de cuachalalate, ya que se ha reportado que sirve como
antioxidante para estos dafios genéticos. La preparacién del gel a base de extracto acuoso quedd

como se muestra en la siguiente figura:

Gel a base de extracto acuoso de cuachalalate
conun pHde 7.

12.3 Daiio del dedo izquierdo por hongo.

El paciente refirié que tenia hongo en la piel del dedo izquierdo, por lo que se le recomendd
realizar lavados con el jabdn a diario y aplicarse el gel a base cuachalalate tres veces al dia. El
paciente mostré solo fotografias del dia en que inicio la aplicacidn del gel y después de un su

dedo estaba completamente recuperado, como se muestra en la fotografia 1.

Fotografia 1: Piel dafiada en dedo de pie (hongo).

—




En estas fotografias se puede apreciar, como el gel de extracto etilico de Amphipterygium

adstringens ha logrado eliminar (de manera lenta) la presencia de hongo.

12.4 Regeneracion de dafio celular en un pie de paciente con diabetes mellitus.

Una mujer de 50 anos, con diabetes, utilizé un gel a base del extracto acuoso donde se le pidid
realizar lavados con agua limpia y aplicar el gel por 1 mes 3 veces al dia. Claro siempre y cuando
estuviera de acuerdo con su médico de control diabético. Al mes la paciente comento que la
herida se habia cerrado y el malestar habia calmado totalmente. A los 5 meses el dafo de su pie

tanto el talén y tobillo se restablecieron completamente.

Talén del pie dafiado Tobillo de pie derecho

Tiempo 0

Tres meses
después de aplicar
el gel diario tres

veces al dia.

5 meses después
de aplicar gel, cada
3 dias solo por la

noche.

Fotografia 2. Piel dafiada Regeneracién en piel de diabético.



12.5 Regeneracion de dafios celulares por la enfermedad de Ictiosis.

Posteriormente, me fue solicitada ayuda para apoyar a una familia cuyo hijo sufre de ictiosis ligada
al “X” de la que sufre su hijo (diagnostico dado en el Hospital infantil, donde es atendido). Debido
a la solicitud de los padres se procedié a informarles de la existencia de estos productos
desarrollados a base de Cuachalalate. Ya informados al respecto de los productos desarrollados, se
procedid a implementar una serie de productos en cantidades necesarias para mitigar

primeramente el sufrimiento del menor.

Se recomendd un tratamiento a base de infusién de cuachalalate en su bafio, para proceder a
bafiarlo con el jabdon a base de Cuachalalate. Posteriormente, ya que este totalmente seco, se
procedio a aplicar en todo su cuerpo el gel a base de cuachalalate. Se han logrado grandes avances
en la salud del nifo, (fotografia 3); sin embargo es necesario dar seguimiento para esta

enfermedad por mas tiempo.

Talén del pie dafiado

Tiempo 0

8 dias después de
aplicar el jabon y el
gel diario tres veces

al dia.

Fotografia 3. Regeneracién en paciente con dafios por la enfermedad de Ictiosis.



12.6 CONVENIO CON EL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO.

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta la fecha se contacté a la directora del departamento
de genética del Hospital General de México, para mostrar estas evidencias cientifica de un
personal experto en el tema, con el objetivo de dar acompafiamiento al caso antes mencionado y
estudiar la posibilidad de un convenio para realizar un estudio clinico directamente para pacientes
con la enfermedad de ICTIOSIS en dicho hospital. La directora de investigacidn del hospital ha
mostrado interés en este tratamiento, para que sea aplicado en un estudio clinico con 10 o 20

pacientes.

De tal forma que se estd en espera de que el comité de bioética del Hospital de su aprobacién para

aplicar este tratamiento en las personas que sufren este tipo de enfermedad.

12.7 ANALISIS BIOINFORMATICO MEDIANTE ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE
METABOLITOS PRESENTES EN EL CUACHALALATE CON BLANCOS
PROTEICOS DEL SARS-CoV2

Paralelamente al presente proyecto de tesis de generd un analisis bioinformatico (docking) del
acoplamiento molecular de derivados triterpénicos y del acido anacardico con blancos proteicos
virales del SARS-CoV2 y blancos proteicos humanos relacionados al proceso inflamatorio. Se

cuenta con la redaccidn de una patente y se estd trabajando en un articulo cientifico.
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