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RESUMEN

El presente estudio evalué el potencial anti-psoriasis del extracto metandlico
integro de las hojas de Cordia dentata Poir mediante un enfoque biodirigido. Para
ello, se llevd a cabo el fraccionamiento cromatografico del extracto, logrando la
obtencion de fracciones activas. El analisis estructural mediante técnicas
espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN 1D y 2D) e Infrarrojo (IR)
permitié determinar que los componentes mayoritarios corresponden a estructuras

base de tipo tetrapirrolico (feofitinas).

La actividad biolégica se determiné empleando un modelo crénico in vivo de
induccion de psoriasis con 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) en ratones
Swiss CD-1 durante un periodo de 21 dias. Este analisis se complementé con
estudios in silico para predecir propiedades farmacocinéticas, perfiles toxicolégicos
y posibles mecanismos de accion de los compuestos identificados. Los resultados
indicaron que los tratamientos evaluados de C. dentata presentan una actividad anti-
psoriasis significativa, destacando la muestra CDDC’-FIV-A, la cual mostré un
porcentaje de inhibicién del edema auricular del 74.07 + 6.34% en comparacion con
el grupo control psoriasico, con un valor de significancia de p < 0.0001. En conjunto,
los hallazgos sugieren que los derivados clorofilicos tipo feofitina poseen un papel
relevante en la modulacion de los procesos fisiopatoldgicos asociados a la psoriasis
y posicionan a la especie vegetal Cordia dentata como una fuente prometedora de
metabolitos secundarios con potencial aplicacion en el desarrollo de nuevas

terapias dermatoldgicas.
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1. INTRODUCCION

La psoriasis es una dermatosis inflamatoria cronica de la piel que afecta a
millones de personas en todo el mundo y tiene un impacto considerable en la calidad
de vida de quienes la padecen (Tiuca, O. M., et al., 2023). Las terapias disponibles
para el tratamiento de la psoriasis suelen presentar pérdida de efectividad con el
tiempo y la aparicidon de efectos adversos que limitan su uso prolongado (Xie, J., et
al., 2021). Ante esta problematica, el estudio de compuestos naturales con potencial
terapéutico se ha convertido en una alternativa prometedora para el desarrollo de

nuevas terapias.

Cordia dentata Poir es una especie vegetal perteneciente a la familia
Boraginaceae. C. dentata es reconocida en la medicina tradicional mexicana por
sus propiedades emolientes y antiinflamatorias, sin embargo, su potencial utilidad
en el tratamiento de enfermedades dermatoldgicas como la psoriasis no ha sido
ampliamente evaluada. Estudios previos sobre especies del género Cordia han
reportado la presencia de una amplia diversidad de metabolitos secundarios, entre
los que destacan las naftoquinonas (como la shikonina, la alkannina y las
cordiaquinonas), asi como los derivados de feofitina como compuestos con
actividades antiinflamatorias, antioxidantes y cicatrizantes (Oza, M. J., et al., 2017).
No obstante, la composicion quimica especifica de los constituyentes activos en las
hojas de esta especie puede diferir de los patrones moleculares reportados para el
geénero, abriendo la posibilidad de identificar otras familias de compuestos con alto

valor bioldgico.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar mediante un enfoque biodirigido el
potencial anti-psoriasis del extracto metandlico integro de hojas de Cordia dentata
Poir. Para ello, se llevaron a cabo procesos cromatograficos para el fraccionamiento
del extracto y obtencion de fracciones enriquecidas, a las que se les realiz6 el
analisis estructural mediante técnicas espectroscopicas de resonancia magnética

nuclear (1D y 2D) e infrarrojo (IR). Asimismo, se realizaron estudios in vivo



empleando el modelo de induccion de psoriasis con TPA (12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato), y estudios in silico enfocados en predecir la actividad farmacologica
perfiles toxicologicos y los posibles mecanismos de accion de las estructuras base
de los metabolitos secundarios identificados, en comparacion con los perfiles de
derivados de quinonas (shikoninos, alkininos y cordiaquinonas), ademas de
derivados de feofitina a (clorinas) contribuyendo asi a la validacion cientifica de su

uso tradicional y al conocimiento fitoquimico y farmacoldgico de esta especie.



2. ANTECEDENTES

2.1. La piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y actua como la primera
barrera de proteccién al entorno externo. Su estructura esta formada por tres capas
principales. Ademas de su papel protector, participa en la regulacion térmica, la

percepcion sensorial y el equilibrio hidrico (Lotfollahi, Z., 2024).

Estructuralmente, la piel esta formada por tres capas principales (Figura 1):

la epidermis, la dermis y la hipodermis o tejido subcutaneo (Abdo, J. M., et al., 2020).
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Figura 1. Anatomia de la piel (McGrath, J. A., et al., 2024).

Epidermis: La epidermis esta compuesta principalmente por queratinocitos,
y presenta un grosor promedio de 0.05 a 0.1 mm en sus capas celulares vivas
(McGrath, J. A., et al., 2024). Asi mismo, la epidermis esta formada por 4 capas:



1. Estrato basal: Es la capa mas profunda de la epidermis. Contiene células
madre que generan nuevos queratinocitos y melanocitos que producen el
pigmento de la piel. Se encuentra unida a la dermis mediante la membrana
basal (Lotfollahi, Z., 2024).

2. Estrato espinoso: Situado por encima de la capa basal, este estrato esta
formado por varias capas de queratinocitos de forma poliédrica (Lotfollahi, Z.,
2024).

3. Estrato granuloso: Esta capa, compuesta por 3 a 5 hileras de células, se
ubica por encima de la capa espinosa y se caracteriza por la presencia de

granulos citoplasmaticos (Lotfollahi, Z., 2024).

4. Estrato corneo: Es la capa mas externa de la epidermis, compuesta por
queratinocitos muertos, planos y sin nucleo. Forma una barrera protectora e
impermeable (Lotfollahi, Z., 2024).

La renovacion de la epidermis comienza en la capa basal, donde las células
proliferan y migran hacia la superficie atravesando las capas espinosas, granulosa
y el estrato corneo. Este proceso de diferenciacion celular dura aproximadamente
30 dias, aunque se acelera en patologias como la psoriasis (McGrath, J. A., et al.,
2024).

Dermis: La dermis es una capa de tejido conectivo que proporciona soporte
estructural y resistencia mecanica a la piel. Estd compuesta por una red de
proteinas y polisacaridos que, ademas de dar firmeza, contribuyen a la retencién de
agua. Su grosor varia segun la region corporal, desde menos de 0.5 mm hasta mas
de 5 mm (McGrath, J. A., et al., 2024).

Hipodermis: La hipodermis, o tejido subcutaneo, es la capa mas profunda

de la piel. Esta formada principalmente por tejido adiposo que actua como



amortiguador frente a impactos, regula la temperatura corporal y participa
activamente en el metabolismo energético. Junto con la dermis, constituye una

barrera eficaz frente a agresiones térmicas y mecanicas (Baroni, A., et al., 2012)

Las enfermedades cutaneas representan la cuarta causa mas comun de
afecciones en humanos, afectando a cerca de un tercio de la poblacion mundial. A
pesar de su alta prevalencia y visibilidad, su impacto suele ser subestimado. Estas
patologias pueden generar molestias persistentes, como prurito intenso o
desfiguracion, y algunas, como la psoriasis, implican tratamientos prolongados y
costosos (Flohr, C., et al., 2021).

2.2. Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria cronica de la piel con rasgos
patdbgenos autoinmunes caracterizada por la proliferacion descontrolada de
queratinocitos, con presencia de eritema cutaneo, descamacion y en algunos casos
puede llegar a afectar articulaciones y la ufas, ademas de relacionarse con un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, diabetes, dislipidemia
y sindrome metabdlico (Rendon, A., et al., 2019 & Tiuca, O. M., et al., 2023).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que la
prevalencia de psoriasis en paises desarrollados oscila entre el 1.5% y el 5%. En la
Figura 2 se muestra la distribucion y prevalencia de la psoriasis a nivel mundial,
donde la escala del recuadro sefala el rango porcentual de la poblacion afectada
segun la intensidad de color (desde 0%—-0.5% hasta valores superiores al 2%). En
México esta enfermedad afecta aproximadamente a 2.5 millones de personas de
las cuales 25% cursan un cuadro clinico de moderado a grave (Tiuca, O. M., et al.,
2023 & Ceron, E. L., et al., 2020).
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Figura 2. Prevalencia de psoriasis en el mundo (Global Psoriasis Atlas, 2023)

La etiologia de la psoriasis sugiere una naturaleza multifactorial, influenciada
por predisposicion genética y factores desencadenantes ambientales. La presencia
de antecedentes familiares positivos aumenta significativamente el riesgo de
desarrollar psoriasis entre familiares de primer y segundo grado. Ademas, se han
identificado desencadenantes no especificos, como traumatismos cutaneos,
irritantes quimicos o infecciones microbianas que pueden desencadenar o
exacerbar el desarrollo de la psoriasis (Deng, Y., et al., 2016 & Tiuca, O. M., et al.,
2023).

Los patrones morfoloégicos de la psoriasis se dividen en:

a) Psoriasis vulgar o en placa: se caracteriza por la presencia de placas
demarcadas, eritematosas y pruriticas cubiertas de escamas plateadas,
puede cubrir areas grandes de piel, siendo el torso, las superficies extensoras
de las extremidades y el cuero cabelludo las ubicaciones mas comunes.

b) Psoriasis guttata: es una variable con un inicio agudo de pequefas placas
eritematosas que por lo general afecta a nifios o adolescentes y suele

desencadenarse por infecciones estreptococicas.



c) Psoriasis pustular: es una variante aguda que se caracteriza por multiples
pustulas estériles que se fusionan.
d) Psoriasis eritrodermia: es una afeccién aguda en la que mas del 90% de la

superficie total del cuerpo es eritematosa e inflamada.

De estos patrones morfolégicos (Figura 3), la psoriasis en placa es la mas
usual, y se le atribuye alrededor del 90% de los casos de psoriasis, (Cerdn, E. L., et
al., 2020 & Rendon, A., et al., 2019)

(a) (b) (c) (d)

Figura 3. Tipos de psoriasis. a) psoriasis en placa, b) psoriasis guttata, c) psoriasis
pustular, d) psoriasis eritrodermica. (Colleyville Dermatology. s.f.).

2.2.1. Inflamacion y psoriasis

La inflamacién es una respuesta biolégica compleja que se desencadena
ante una agresion tisular de origen fisico, quimico o biologico, y constituye un
mecanismo esencial de defensa del organismo. Este proceso involucra una serie de
eventos vasculares, celulares y moleculares cuyo propoésito es eliminar el agente
dafino, limitar su propagacion y promover la reparacién o regeneracion del tejido
afectado. Entre las primeras manifestaciones se encuentran los cambios en la
permeabilidad vascular que conducen al edema, seguidos por la migracion de
leucocitos al sitio de lesion y la formacion de un foco inflamatorio (Gusev, E., et al.,
2022).

Los signos clinicos caracteristicos reflejan las alteraciones locales propias de
este proceso y se conocen desde la antiguedad como los cinco signos cardinales

de la inflamacion:



Enrojecimiento (rubor)
Hinchazoén (tumor)
Fiebre (calor)

Dolor

o & 0N =

Disfuncion (functio laese)

Durante la respuesta inflamatoria, los leucocitos activados liberan mediadores
proinflamatorios, entre ellos las citocinas interleucina-13 (IL-1B), interleucina-6 (IL-
6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los cuales actuan sobre receptores
especificos como IL-6R, TNFR-1, TNFR-2 y TLR4. Esta interaccion estimula rutas
de sefalizacién intracelular clave, entre ellas la de la proteina quinasa activada por
mitogenos (MAPK), el factor nuclear kappa B (NF-kB) y la quinasa de Janus (JAK).
Dichas vias regulan la expresion de genes implicados en la produccion de
mediadores secundarios y en la respuesta inmunitaria. Si bien la inflamacion cumple
una funcion protectora indispensable, su activacion prolongada o descontrolada
puede originar dafo tisular y participar en el desarrollo de enfermedades cronicas
como la psoriasis (L. Kiss, 2022; Stone, W. L., et al., 2025).

La diferencia entre la inflamacion aguda y la cronica radica principalmente en
su duracion, tipo de respuesta celular y consecuencias fisiolégicas. La inflamacion
aguda se caracteriza por un inicio rapido que ocurre en cuestion de minutos u horas,
y una resolucion generalmente en pocos dias. Presenta los signos clasicos del
proceso inflamatorio y se distingue por un infiltrado celular dominado por neutrofilos.
El enrojecimiento o eritema caracteristico de esta fase se debe al aumento del flujo
sanguineo local provocado por la vasodilatacion, un fenémeno regulado por
mediadores quimicos como la histamina, que actua directamente sobre el musculo
liso vascular (Stone, W. L., et al., 2025).

En contraste, la inflamacién crénica tiene un inicio mas lento, se desarrolla a
lo largo de dias y puede prolongarse durante meses o incluso afios. En esta etapa,
los signos clinicos son menos evidentes y el infiltrado celular estda compuesto

principalmente por monocitos, macréfagos y linfocitos, reflejando una respuesta



inmunitaria persistente de caracter reparativo o patolégico. Esta persistencia
inflamatoria constituye la base de la patogénesis de diversas enfermedades
cronicas, en las que la pérdida del equilibrio entre los mecanismos proinflamatorios
y antiinflamatorios conduce a un estado de activacion inmune sostenida. Entre estas
condiciones destaca la psoriasis, una dermatosis inflamatoria cronica mediada
inmunoldgicamente, que ejemplifica como una respuesta defensiva inicialmente
protectora puede transformarse en un proceso patologico autoperpetuado (L. Kiss,
2022; Stone, W. L., et al., 2025).

2.2.2. Vias de senalizaciéon y blancos terapéuticos en psoriasis

En la Figura 4 se observa la patogénesis de la psoriasis, donde en la fase
temprana, los neutrdfilos infiltran la piel y liberan trampas extracelulares (NET),
exosomas, metaloproteinasa 9 (MMP9) e IL-17. Los queratinocitos activados (KC)
proliferan y producen factores proinflamatorios como quimioquinas, péptidos
antimicrobianos (AMP) y alarminas. Las células dendriticas (DC) son activadas por
ligandos de receptores de peaje (TLR) y AMP, iniciando la respuesta inmune de las
células T. Las DC activan diversas células T, incluyendo las productoras de IL-17,
IL-9, IFN-y e IL-22. Ademas, las DC y las células de Langerhans (LC) presentan
autoantigenos que estimulan células T autorreactivas. Un microbioma cutaneo
deteriorado activa células T y 6, que producen IL-17 e IL-1[3. Por otro lado, en la
fase tardia, las lesiones psoriasicas se caracterizan por una infiltracion profunda de
células inmunitarias, aumento de citocinas y quimiocinas, y la hiperproliferacion de
KC. La angiogénesis incrementada y las células endoteliales activadas facilitan la

infiltracion de células inmunitarias en la piel inflamada (Sieminska, |., et al., 2024).
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Figura 4. Patogénesis de la psoriasis (Slemlnska, l., et al., 2024).

En general, las citocinas proinflamatorias y factores de proliferacion en la
psoriasis son producidos principalmente por células T (IL-17, IL-21, IL-22, IFN-y),
DC (TNF-q, IL-6, IL-20, IL-23, NO) y KC (AMP, IL-20, quimiocinas). Estas células
forman un bucle patégeno clave en la psoriasis, implicando una triada de DC
productores de IL-23, TH17 productores de IL-17 y KC activados (Sieminska, I., et
al., 2024).

2.2.3. Tratamientos medicinales para el control de la psoriasis

La eleccion de la terapia para la psoriasis esta determinada por la gravedad,
donde suele clasificar en psoriasis leve 0 moderada a grave, dependiendo de la
gravedad clinica de las lesiones, el porcentaje de la superficie afectada y la calidad
de vida de quien la padece, y para ello se utiliza la puntuacién de PASI (Psoriasis
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Area Severity Index) (Figura 5). La puntuacion PAS/ es una medida de la gravedad
de la psoriasis clasificada en cuatro lugares: cabeza, extremidades superiores,
tronco y extremidades inferiores. La puntuacion total oscila entre 0 y 72, donde para
cada area se calcula una puntuacién de gravedad que se compone de tres atributos,
1.- eritema (enrojecimiento) 2.- endurecimiento (espesor) y 3.- descamacion,
clasificados en una escala de 0 (ninguno) a 4 (muy grave) y sumados (Rendon, A.,
et al., 2019 & Matza, L. S., et al., 2019).

Head and Neck

Enter skin area involved (paim method ) as well as redness,
‘ .

thickness and scale grades for the and

o B
o B
o B
o B

Figura 5. Calculadora PASI online para valoracion de la gravedad de la psoriasis
(PASI Training, n.d.).

Hasta ahora, los tratamientos disponibles no curan por completo la psoriasis,
por lo que las terapias existentes solo mitigan los sintomas para mejorar la calidad
de vida de los pacientes (Xie, J., et al., 2021). Los tratamientos convencionales para
la psoriasis incluyen una variedad de enfoques farmacologicos, que van desde
agentes topicos hasta terapias sistémicas y tratamientos bioldgicos, donde casi el
80% de los pacientes que padecen psoriasis de leve a moderada pueden ser
tratados con tratamientos tépicos (Petit, R. G., et al., 2021). que se basan en

corticoesteroides que se utilizan en combinacién con otros medicamentos como la

11



vitamina D, o solos, como derivados de la vitamina D, la vitamina A y antralina
(Figura 6) (Petit, R. G., et al., 2021). El tratamiento con estas terapias puede ser
eficaz y suficiente para el control de la enfermedad, ofreciendo efectos adversos
menores debido a la falta de exposicion sistémica (Menter, A., et al., 2020). Las
terapias topicas son fundamentales en el tratamiento de la psoriasis, principalmente
en casos moderados y leves, por su seguridad y la buena tolerancia por los
pacientes, siendo los derivados de la vitamina D en combinacién con betametasona
el tratamiento mas implementado para la psoriasis leve. Aunado a esto, se han
desarrollado formulaciones de vehiculo como geles, lociones y soluciones para
mejorar las propiedades fisicoquimicas y las tasas de penetracién. (Petit, R. G., et
al., 2021).

b) ©)
OH O OH
X XXX OH O‘O
HO™
Vitamina D Vitamina A Antralina

Figura 6. Estructuras quimicas de los tratamientos topicos para psoriasis, a)
vitamina D, b) vitamina A, c) antralina

Tratamientos sistémicos: los medicamentos sistémicos para el tratamiento de
la psoriasis son inmunomoduladores que requieren un seguimiento clinico debido a
los efectos secundarios comunes que afectan principalmente al rifidn e higado
(Rendon, A., et al., 2019). La mayoria de estos tratamientos trabaja sobre el sistema
inmunoldgico y otros como la acitretina realizan su efecto disminuyendo la

hiperproliferacion de queratinocitos (Menter, A., et al., 2020).
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A continuacion, se enlistan los tratamientos sistémicos mas comunmente

utilizados:

Metotrexato: El metotrexato (Figura 7) es un farmaco utilizado desde hace mas
de cuarenta anos para tratar la psoriasis. Funciona inhibiendo la dihidrofolato
reductasa, lo que disminuye los cofactores necesarios para la sintesis de acidos
nucleicos. Ademas, sus derivados de poliglutamato inhiben la 5-aminoimidazol-
4-carboxamida ribonucledtido transformilasa que aumenta los niveles de
adenosina, una molécula con propiedades antiinflamatorias. Se puede
administrar por via oral, subcutanea o intramuscular y en dosis bajas (menos de
25 miligramos (mg) por semana) actua como inmunosupresor, reduciendo la
proliferacion de células linfoides y mejorando asi la psoriasis. Sin embargo,
puede causar efectos secundarios como fatiga, anorexia, nauseas y estomatitis,
ademas de aumentar el riesgo de infecciones, hepatitis, linfoma y otros efectos
adversos como neumonitis, mielosupresion, necrdlisis epidérmica vy
hepatotoxicidad (Menter, A., et al., 2020)

OH
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/K X |
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Figura 7. Estructura quimica del metotrexato

Ciclosporina: La ciclosporina (Figura 8) es un potente inmunosupresor que
funciona mediante la unién de la ciclofilina, lo que inhibe la calcineurina y
bloquea la sefalizacion proinflamatoria. Esto resulta en la reduccion de varias
citocinas inflamatorias, lo que lleva a una disminucién de la actividad de las
células T. Sin embargo, sus efectos adversos mas comunes incluyen la
nefrotoxicidad y la hipertensién. Ademas, su uso a largo plazo puede causar
dafio renal irreversible, por lo que no se recomienda como tratamiento a largo
plazo (Menter, A., et al., 2020).
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Figura 8. Estructura quimica de la ciclosporina

Acitretina: La acitretina (Figura 9) es un derivado de la vitamina A que regula la
diferenciacion y proliferacion de la piel, ademas de tener efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores. A diferencia de otros tratamientos, no
es inmunosupresora. Sin embargo, puede causar efectos adversos
mucocutaneos como sequedad en los ojos, nariz y boca, sangrado nasal,
inflamacion de los labios, picazon o ardor en la piel y fragilidad en las ufias, que

pueden variar en gravedad (Menter, A., et al., 2020).
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Figura 9: Estructura quimica de la acitretina

A pesar de los avances, la eficacia de los tratamientos sistémicos no funciona

en todos los pacientes, siendo la baja absorcién y posible toxicidad de los

medicamentos el principal inconveniente para garantizar la eficacia (Petit, R. G., et
al., 2021).

Tratamientos biologicos: son tratamientos que se refieren al uso de

moléculas complejas que incluyen anticuerpos monoclonales y proteinas de fusion

de receptores, estos tratamientos son diferentes a las terapias sistémicas, ya que

se dirigen a vias inflamatorias especificas y se administran por via subcutanea o

intravenosa en diferentes horarios semanales. Los productos biolégicos actuales se
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dirigen a vias cruciales en el desarrollo y cronicidad de la placa psoriasica tales
como el eje IL-23/Th17 y la sefializacion TNF-a (Rendon, A., et al., 2019). En los
ultimos 15 afios, las terapias biolégicas han demostrado proporcionar una mejora
sustancial para el tratamiento de la psoriasis de moderada a grave. Las ventajas de
estos tratamientos incluyen la falta de evidencia de toxicidad acumulativa, la eficacia
establecida a largo plazo y el uso justificado en pacientes con insuficiencia renal o
hepatica, sin embargo, los medicamentos biolégicos pueden asociarse a eventos
adversos no relacionados con su mecanismo de accion especifico, sino al
desencadenar una respuesta inmune no deseada, con la produccion de anticuerpos

antifarmacos (lannone, L. F., et al., 2020).

2.2.4. Tratamientos alternativos para el control de la psoriasis

A menudo el uso de tratamientos tépicos para el control de la psoriasis es
insuficiente y aunque se confia en los tratamientos bioldgicos y sistémicos, estos
pueden conducir a riesgos de efectos secundarios sistémicos e inmunosupresion
que muchos pacientes no estan dispuestos a asumir, por lo que la gravedad de la

enfermedad dicta la necesidad de opciones (Elmets, C. A, et al., 2019).

2.2.4.1. Fototerapia

La fototerapia implica el tratamiento mediante la exposicién controlada a
ciertos tipos de radiacidon, especificamente la radiacion ultravioleta, que abarca
longitudes de onda de 200 nandmetros (nm) a 400 nm. Este enfoque terapéutico se
presenta como una opcion efectiva para las personas con psoriasis que necesitan
un tratamiento mas alla de los medicamentos tépicos o que prefieren evitar los

tratamientos sistémicos (Elmets, C. A., et al., 2019).

Los avances cientificos han permitido una seleccion precisa de las longitudes
de onda de la radiacion utilizada en este tratamiento. Ademas, se han desarrollado
diversos medios, tanto tdpicos como sistémicos, para modular o mejorar la

respuesta a estos tratamientos (Elmets, C. A., et al., 2019).
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La fototerapia se divide tipicamente en dos tipos de radiacion, la radiacion
UVAy UVB.

La radiacion UVA comprende un intervalo de longitudes de onda de 320 a
400 nm y es capaz de penetrar mas profundamente en la piel que la luz UVB, por lo
tanto, puede presentar efectos en una variedad mas amplia de tipos de células,
incluyendo mastocitos dérmicos, granulocitos, células dendriticas, linfocitos T,
fibroblastos y células endoteliales, ademas de las células dendriticas mas

superficiales y los queratinocitos de la epidermis (Elmets, C. A., et al., 2019).

La radiacion UVB comprende un intervalo de longitudes de onda mas cortas
de 280 a 320 nm penetra menos en la epidermis que la radiacion UVA. Por lo tanto,
sus efectos suelen estar restringidos a los queratinocitos epidérmicos y las células
dendriticas. Se ha determinado que las longitudes de onda entre 304 y 313 nm son
mas eficientes en la eliminacion de las placas psoriasicas, mientras que las
longitudes de onda de 290 a 300 nm, de hecho, tienen muy poco beneficio y en su

mayoria contribuyen al desarrollo de quemaduras (Elmets, C. A., et al., 2019).

Los efectos adversos a corto plazo de la fototerapia suelen ser leves y
transitorios, manifestandose como eritemas, edemas, dolor, petequias transitorias,
ampollas y costras, observados durante el tratamiento o en las primeras 24 horas
posteriores al mismo. Ademas, se sefalan efectos adversos a largo plazo como
trastornos pigmentarios, fotoenvejecimiento, formacién de cataratas y potencial

carcinogeénico (Zhang, P. 2018)

2.2.4.2. Plantas medicinales

Desde la antiguedad, las plantas medicinales han sido empleadas para tratar
una variedad de enfermedades. Estas plantas contienen compuestos organicos con
propiedades farmacologicas, lo que las convierte en una alternativa vy

complementaria para el tratamiento de afecciones como la psoriasis (Gongalves, G.
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M., et al., 2023). Las plantas medicinales mas comunes para el tratamiento de la

psoriasis son:

- Aloe vera: el Aloe vera (Aloe barbadensis Miller, Figura 10) es una planta tropical
de la familia Liliaceae, empleada para tratar la psoriasis. Se ha demostrado que
el Aloe vera reduce el enrojecimiento y la descamacion asociados con esta
afeccion. Ademas, gracias a sus propiedades hidratantes y cicatrizantes mejora
la salud de la piel afectada por la psoriasis (Elkhawaga, O. Y., et al., 2023).

Figura 10. Aloe vera (Aloe plus lanzarote, s.f.).

- Curcumal/curcumina: La curcumina (Figura 11) es un polifenol producido a partir
de la curcuma, una especia amarilla perteneciente a la familia Zingiberaceae,
esta contiene propiedades antitumorales, antioxidantes, antinflamatorias vy
muchas otras propiedades biologicas por lo que se suele utilizar para el
tratamiento de afecciones de la piel como la psoriasis, esta se aplica de manera

topica o se consume en forma de suplemento (Elkhawaga, O. Y., et al., 2023).

Figura 11. Estructura quimica de la curcumina.

- Matricaria recutita L: La manzanilla (Figura 12) de matricaria forma parte de la
familia Asteraceae, empleada tradicionalmente para aliviar problemas de
digestion. El principal fitoquimico responsable de la accion antipsoriasis es el
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chamazulene, un derivado de la matriz de extraccion de aceite derivada de las
flores, el cual ejerce una accion antiinflamatoria al suprimir la lipoxigenasa que

inhibe la sintesis de leucotrieno B4 (Elkhawaga, O. Y., et al., 2023).

Figura 12. Matricaria recutita L (iNaturalist, s.f.) & estructura del chamazuleno.

Las plantas medicinales tienen la ventaja de poseer una baja o nula toxicidad,
lo cual los convierte en opciones terapéuticas prometedoras para el tratamiento de
la psoriasis (Xie, J., et al., 2021 & Pandit, V., et al., 2021). Para que un producto
derivado de plantas pueda ser empleado en el tratamiento de alguna enfermedad,
es imprescindible tener un amplio conocimiento de la planta, esto incluye sus
caracteristicas de cultivo y cosecha, asi como la composicion de sus sustancias
activas, sus efectos farmacolégicos, dosis y forma de uso. Para ello, se requiere
realizar estudios tanto en animales como en humanos sobre su seguridad y eficacia
(Gongalves, G. M., et al., 2023).

2.3. Uso de bioensayos en el estudio de plantas medicinales

En América Latina, el uso de plantas medicinales es una practica comun ante
la limitada atencion médica y los bajos recursos econémicos. Sin embargo, solo una
pequeia fraccidn de estas especies ha sido estudiada cientificamente, lo que
resalta la importancia de continuar investigando su composicion, actividad biolégica
y seguridad, por lo que la etnofarmacologia permite aprovechar el conocimiento
tradicional para el desarrollo de nuevos medicamentos (Salazar-Gémez, A., et al,,
2022).
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El uso de extractos de plantas, que contienen una gran diversidad de
compuestos con potencial farmacologico, ha dejado de representar una limitacién
para comprender sus mecanismos de accion y la naturaleza de sus componentes
activos. Este avance ha sido posible gracias al notable incremento en la sensibilidad
y precision de las técnicas analiticas, al desarrollo de herramientas computacionales
de mayor capacidad y a la creacion de extensas bases de datos de compuestos
naturales, donde el uso de estudios in vivo resultan esenciales para validar la
actividad biologica observada, establecer su relevancia fisiologica y confirmar la
eficacia de los compuestos derivados de fuentes naturales. (Pirintsos, S., et al.,
2022; Guo, H., et al., 2024).

El uso de modelos animales en investigacion preclinica tiene una larga
trayectoria y ha estado estrechamente ligado al desarrollo de la farmacologia
moderna. A lo largo del tiempo, diversas especies como ratones, ratas, conejos y
gatos han contribuido de manera significativa al estudio de los mecanismos
fisiologicos y a la evaluacion de la seguridad de nuevos compuestos quimicos. En
la actualidad, los estudios preclinicos constituyen una fase esencial en el proceso
de desarrollo de farmacos, ya que permiten analizar parametros farmacolégicos,
farmacocinéticos y toxicologicos tanto a nivel molecular y celular como en
organismos completos. Estas investigaciones buscan predecir los posibles efectos
de una sustancia en el organismo humano antes de su aplicacion clinica. Asimismo,
los ensayos preclinicos ayudan a establecer los margenes de seguridad que guian
el disefio de los posteriores estudios clinicos en humanos, contribuyendo asi a

reducir los riesgos asociados al uso de nuevos medicamentos (Guo, H., et al., 2024).

2.3.1. Modelos in vivo para el estudio de sustancias anti-psoriasis
Los modelos animales son herramientas esenciales para el estudio de

enfermedades dermatologicas humanas, ya que permiten analizar la eficacia de

posibles tratamientos en condiciones que simulan de forma mas realista la
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complejidad biolégica del organismo. Los modelos animales brindan la posibilidad

de observar el comportamiento de los tratamientos en sistemas integrados, donde

se puede evaluar no solo el efecto sobre la piel, sino también la interaccidén con el

sistema inmunoldgico, la inflamacion local y otros procesos fisiopatologicos

relacionados (Figura 13). Estas caracteristicas hacen que los modelos animales

sean particularmente valiosos para establecer extrapolaciones mas confiables hacia

los efectos que un farmaco o compuesto podria tener en el ser humano (Petersen,

T. K., 20086).

Piel sana

Microabscesos de Munro
Placas/escamas
Hiperplasia de queratinocitos
Estrato cérneo
Epidermis
Engrosamiento epidérmico
Células inflamatorias

Foliculos pilosos
Dermis _—

Capilares agrandados

Capa subcutanea

Lesion psoriasica

Figura 13: La patogénesis de la psoriasis en ratones (Chuang, S.-Y.,et al.,

2018).

El uso de modelos animales ha sido clave para profundizar en el estudio de

la psoriasis, ya que permite explorar de manera controlada los factores genéticos e

inmunoldgicos involucrados en esta enfermedad cutanea. En las ultimas décadas,

se han desarrollado mas de 40 modelos murinos que reproducen distintos aspectos

de la patologia humana, lo que ha contribuido significativamente a la comprension

de sus mecanismos. Estos modelos se clasifican en tres categorias principales:

inducibles, transgénicos y humanizados (Hawkes, J. E., et al., 2018).
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2.3.1.1. Modelos animales inducibles

Los modelos inducibles en ratones han cobrado relevancia como
herramientas eficaces para el estudio de la psoriasis, debido a su simplicidad, bajo
costo y rapida induccién de sintomas similares a los observados en humanos. Estos
modelos se basan en la aplicacion topica o intradérmica de compuestos quimicos,
o bien en la alteracidon mecanica de la barrera epidérmica, o que desencadena
respuestas inflamatorias caracteristicas como enrojecimiento, descamacion,
engrosamiento epidérmico y acumulacion de células inmunitarias. Sustancias como
el imiquimod (IMQ), 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), la oxazolona y 2,4-
dinitrofluorobenceno (DNFB) son comunmente empleadas para inducir estos
fenotipos. Ademas, su efectividad en distintas cepas de ratones permite evaluar con
flexibilidad la respuesta inflamatoria cutanea y el potencial terapéutico de nuevos

compuestos (Hawkes, J. E., et al., 2018).

El éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) actua como un potente
activador de la proteina quinasa C (PKC). Su aplicacién topica sobre la piel induce
una respuesta inflamatoria acomparnada de hiperplasia epidérmica, reproduciendo
varios de los rasgos caracteristicos observados en la psoriasis (Madsen, M., et al.,
2016). Por esta razon, el modelo inducido por TPA en oreja de raton (Figura 14) se
ha consolidado como una herramienta experimental utilizada para evaluar la

eficacia antiinflamatoria y antipsoriasica de compuestos bioactivos.

Figura 14. Estructura quimica del éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) y representacion esquematica del modelo murino inducido por TPA
(llustracion creada en BioRender.com)
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2.3.1.2. Modelos animales transgénicos

En los ultimos veinte afos, se han creado diversos modelos murinos
transgénicos, de delecidn génica y delecion condicional para investigar el papel de
genes especificos implicados en la psoriasis. Estas modificaciones se enfocan
principalmente en queratinocitos y células inmunitarias, utilizando promotores como
K5, K14, K10 o involucrina para dirigir la expresion genética en distintas capas de
la epidermis. Algunos modelos que sobreexpresan genes bajo el promotor K5
desarrollan alteraciones cutaneas que reproducen caracteristicas tipicas de la
psoriasis, tales como hiperqueratosis, paraqueratosis, infiltracion de células T,
formacion de microabscesos, acumulacion de neutrofilos y macrofagos, asi como

un aumento en la vascularizacion dérmica (Chuang, S.-Y., et al., 2018).

2.3.1.3. Modelos humanizado (Xenoinjerto)

Dado que la psoriasis no se manifiesta de forma natural en animales, los
modelos de xenotrasplante humanizados representan una estrategia util para
replicar esta enfermedad en ratones. En estos modelos, se trasplanta piel psoriasica
humana junto con células inmunitarias a ratones inmunodeficientes, como los
ratones desnudos atimicos, SCID o AGR129. Estos modelos han demostrado que
la psoriasis es una enfermedad con un fuerte componente dependiente de células
T. El modelo mas antiguo, el raton desnudo atimico, permitido observar diferencias
entre piel lesional y no lesional, manteniendo caracteristicas psoriasicas como el
engrosamiento epidérmico durante semanas. No obstante, ciertas discrepancias
con la enfermedad humana persisten, como la presencia continua del estrato cérneo

y la ausencia de paraqueratosis en la piel trasplantada (Chuang, S.-Y., et al., 2018).

2.3.2. Aspectos clave de los modelos animales en psoriasis

La investigacion in vivo desempefia un papel fundamental en la comprension
de los mecanismos patologicos de la psoriasis, asi como en la evaluacién de nuevas

estrategias terapéuticas. Los modelos murinos para esta enfermedad han sido

22



herramientas clave en el estudio de las vias inmunolégicas. Gracias a estos

modelos, ha sido posible validar el papel de diversas moléculas en la progresion de

la enfermedad y establecerlas como posibles blancos terapéuticos. En este

contexto, los modelos de raton se consolidan como plataformas experimentales

eficaces para explorar tanto la fisiopatologia de la psoriasis como la eficacia de

compuestos con potencial terapéutico, sin embargo, cada uno de estos modelos

animales cuenta con sus propias ventajas y limitaciones, las cuales se enlistan en
la Tabla 1 (Chuang, S.-Y., et al., 2018).

Tabla 1. Resumen de los principales tipos de modelos que se utilizan actualmente

para estudiar la psoriasis (Hawkes, J. E., et al., 2018).

Tipo de Caracteristicas . TR
. Ventajas Limitaciones
modelo Principales
- Representa una
Se induce (Bl Gosio y el fcc;(r')nr:i?;: gclljcgI ?é "
. - . implementacion. ’
inflamacion cutanea | Répida induccién de enfermedad.
. me_dlan.t'e Ia’ : lesiones similares ala | _ IR0 € k2 95 e
Inducible aplicacion tépica de soriasis reproduce
agentes como IMQ pSor . : manifestaciones
- Util para estudios de | ... ~.
TPA, oxazolona o . o sistémicas.
inflamacion aguda y o
DNFB. ruebas de farmacos. | - Variabilidad en la
P " | respuesta segun la
cepa de raton.
- Permite el estudio
detallado de la - No reproduce
Modificacién genética | funcion de genes completamente la
para sobreexpresar o | individuales. complejidad genética
Transaénico eliminar genes - Puede reflejar de la psoriasis
9 especificos en aspectos crénicos de | humana.
queratinocitos o la psoriasis. - Costoso y requiere
células inmunitarias. | - Util para investigar la | tiempo para
patogénesis y evaluar | desarrollar.

terapias dirigidas.
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Humanizado
(Xenoinjerto)

Trasplante de piel
psoriasica humana
en ratones
inmunodeficientes.

- Refleja con mayor

precision la - Requiere acceso a
fisiopatologia muestras de piel
humana. humana.

- Permite estudiar la
interaccion entre
células humanas y el
entorno murino.

- Util para evaluar
terapias dirigidas a

- Técnicamente
complejo y costoso.

- Limitado por la
viabilidad del injerto y
la duracion del
estudio.

células humanas.

2.3.3. Bioética en el uso de animales de experimentacién

El uso de modelos in vivo en la investigacion biomédica y fitoquimica
representa un pilar fundamental para comprender procesos patolégicos complejos
y validar la seguridad de nuevos agentes terapéuticos. No obstante, la
experimentacion cientifica actual exige un estricto compromiso ético y humanitario,
el cual se rige internacionalmente por el Principio de las 3R: Reemplazo, que
promueve el uso de alternativas metodologicas como los analisis in silico e in vitro
siempre que sea viable. Reduccion, que busca optimizar los disefios experimentales
para emplear el numero minimo de especimenes necesarios para obtener
significancia estadistica y Refinamiento, enfocado en la mejora continua de las
técnicas de manejo y alojamiento para minimizar el estrés o sufrimiento y garantizar
el bienestar animal (Grimm, H., et al., 2025). En México, este marco ético se basa
en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la cual establece de manera
obligatoria las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio. Esta regulacion salvaguarda el bienestar de los animales
en los modelos in vivo al normar estrictamente las condiciones ambientales del
bioterio (temperatura, ciclos de luz y humedad), los métodos de sujecion y
administracion de sustancias, asi como la correcta ejecucion de los métodos de
eutanasia autorizados para asegurar una muerte rapida y sin dolor al término del
estudio (SAGARPA, 2001).
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2.3.4. Bioensayo de toxicidad/letalidad con Artemia salina

La Artemia, o camardén de salmuera, pertenece a un antiguo grupo de
artrépodos que presentan longitudes de entre 8 y 12 mm. Estas especies son
nativas de diversas regiones de Asia, Europa, Africa y Australia. A lo largo del
tiempo, este organismo ha sido objeto de multiples estudios en diferentes areas
cientificas, empleandose en investigaciones acuicolas debido a la utilidad de sus
quistes como fuente de alimento para peces y mariscos, asi como en estudios
fisiolégicos que exploran su capacidad como filtrador y en la evaluacion de los
efectos de distintos factores ambientales sobre organismos acuaticos. Su
adaptabilidad, facilidad de manejo y ciclo de vida relativamente corto (Figura 15)
han permitido que el genero Artemia se consolide como un modelo experimental
versatil en diversos campos biolégicos. (Azra, M. N., et al., 2022; Ntungwe N, E., et
al., 2020)
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Figura 15. Ciclo de vida de A. salina. Ntungwe N, E., et al., 2020
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En el ambito farmacoldgico y toxicoldgico, el ensayo con Artemia salina se
ha empleado ampliamente como modelo biolégico para la evaluacion de la toxicidad
de extractos vegetales y compuestos naturales. Tradicionalmente, los estudios de
toxicidad se realizaban mediante enfoques in vivo e in vitro utilizando diferentes
organismos animales, sin embargo, con el tiempo, A. salina se ha consolidado como
la especie mas utilizada dentro del género Artemia, representando
aproximadamente el 90 % de los ensayos reportados en este tipo de
bioevaluaciones. Esta preferencia se debe a su sensibilidad frente a una amplia
gama de sustancias, su facilidad de cultivo y su buena correlacion con resultados
obtenidos en otros modelos experimentales. Ante la creciente necesidad de evaluar
la actividad farmacologica y el potencial toxico de nuevas moléculas, la seleccion
de un modelo apropiado requiere considerar factores como su biologia, la capacidad
de adaptacion a las condiciones de laboratorio, la relevancia ecologica, el uso
sistematico y el ciclo de vida. En este sentido, las larvas de Artemia han demostrado
ser organismos idoneos para la deteccion preliminar de toxicidad, estableciendo al
bioensayo con camarones en salmuera como una herramienta rapida, sencilla y
confiable para predecir los efectos adversos de extractos naturales y compuestos
con potencial actividad biologica (Meena, D. K., et al., 2020; Ntungwe N, E., et al.,
2020).

2.4. Herramientas in silico

El desarrollo e investigacion de nuevos farmacos suele ser costoso y requerir
mucho tiempo, lo que ha impulsado el uso de la quimica computacional y los
estudios in silico. Estas herramientas surgen gracias al avance tecnolégico y son de
suma importancia para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, ya que
permiten predecir diversas propiedades farmacoldgicas antes de realizar ensayos
experimentales (Prieto-Martinez, F. D., et al., 2019; Tran, T. T. V., et al., 2023). La
quimica computacional, permite caracterizar los atributos moleculares de los
compuestos y generar bibliotecas de moléculas pequefas para identificar

candidatos terapéuticos. A partir de estos candidatos, se pueden disenar
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compuestos estructuralmente similares con el fin de mejorar su estabilidad, reducir
toxicidad y optimizar la cinética. De manera complementaria, las técnicas
bioinformaticas facilitan comprender como los farmacos ejercen su actividad en el
organismo, permitiendo predecir interacciones con proteinas, evaluar efectos sobre
vias biologicas y analizar variantes gendmicas que podrian modificar la respuesta

terapéutica (Romano, J. D., et al., 2019).

2.4.1. Molinspiration

Molinspiration es una herramienta quimioinformatica que permite la
construccion, manipulacion y procesamiento de moléculas, incluyendo la conversion
de formatos como SMILES y SDfile, la normalizacion de moléculas, la generacion
de tautomeros y la fragmentacion molecular, asi como la representacion de
moléculas con alta calidad visual. Esta plataforma facilita el calculo de propiedades
moleculares, tales como lipofilicidad (log P), superficie polar total (TPSA), numero
de donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno y enlaces rotables, que son
esenciales para el desarrollo de modelos QSAR, el disefio de farmacos y la
modelacion molecular, ademas de ofrecer herramientas de bases de datos para
busquedas por subestructura y similitud, lo que permite analizar y comparar grandes
conjuntos de compuestos. El software también ofrece cribado virtual basado en
fragmentos, prediccidon de bioactividad y visualizaciéon de datos. Las herramientas
de Molinspiration estan programadas en Java, lo que permite su uso practicamente
en cualquier plataforma de computadora. Ademas, el concepto de drug-likeness se
aborda como un balance complejo de diversas propiedades moleculares y
caracteristicas estructurales que determinan si una molécula es similar a farmacos
conocidos. (Molinspiration Cheminformatics, n.d.; Maliar, T., et al., 2023; Shekhar
Mishra, S., et al., 2016).

2.4.2. SwissADME

SwissADME es una herramienta en linea desarrollada por el SIB Swiss

Institute of Bioinformatics que permite calcular descriptores fisicoquimicos y predecir
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parametros ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion), propiedades
farmacocinéticas, similitud con farmacos y compatibilidad con la quimica medicinal
para una o varias moléculas pequefias (SIB Swiss Institute of Bioinformatics, n.d.)
La plataforma admite la entrada de estructuras en formato SMILES o mediante un
editor molecular y genera valores clave como lipofilicidad, polaridad, peso
molecular, area de superficie polar, numero de enlaces rotables y otros parametros
esenciales para estimar la biodisponibilidad oral, la penetracién cerebral, la
expulsion por transportadores como P-gp y la drug-likeness. (Daina, A., et al.,
2017). Los resultados se presentan en secciones organizadas como
“Physicochemical properties”, “Lipophilicity”, “Pharmacokinetics”, “Drug-likeness” y
“Medicinal chemistry”, facilitando la interpretacion visual de los perfiles y permitiendo
priorizar moléculas con mejor perfil ADME y descartar aquellas con caracteristicas

desfavorables para su desarrollo farmacolégico (Daina, A., et al., 2016).

2.4.3. PASS Online

PASS Online es una herramienta de prediccion in silico que permite estimar
automaticamente el perfil de actividad biolégica de compuestos organicos a partir
de la estructura quimica de una molécula, la plataforma genera descriptores de tipo
Multilevel Neighborhoods of Atoms (MNA) y analiza relaciones estructura-actividad
derivadas de compuestos activos conocidos para predecir simultaneamente miles
de tipos de actividad bioldgica, incluyendo efectos farmacoldgicos, mecanismos de
accioén, toxicidad, interaccion con enzimas metabolizadoras y transportadores, e
influencia sobre la expresion génica con una precision promedio cercana al 95 % en
validaciones cruzadas. Los resultados se presentan como una lista de actividades
predichas acompanadas de probabilidades estimadas de que cada actividad sea
positiva (Pa) o negativa (Pi), con valores que van de 0 a 1. Estas probabilidades
permiten evaluar la confiabilidad de cada prediccion, reflejando ademas el riesgo de
errores de primer y segundo tipo. Esta informacion facilita priorizar compuestos
virtuales antes de su sintesis y pruebas bioldgicas, aumentando la probabilidad de

éxito en el desarrollo experimental (Way2Drug, n.d.; Filimonov, D. A., et al., 2014).
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2.4.4. ADMETIab 2.0

ADMETIab 2.0 es una plataforma en linea para la evaluacion sistematica de
propiedades ADMET, asi como de varias propiedades fisicoquimicas y de quimica
medicinal, orientada al analisis de compuestos en investigacion farmacéutica. La
herramienta utiliza modelos predictivos basados en un marco de atencién grafica
multitarea (multi-task graph attention framework) para estimar un amplio conjunto
de endpoints: 17 propiedades fisicoquimicas, 13 medidas de quimica medicinal, 23
propiedades ADME y 27 de toxicologia, ademas de 8 reglas de toxéforos y 751
subestructuras reconocidas. Incluye un modo de cribado por lotes (“batch
screening”) que permite evaluar perfiles ADMET en conjuntos de moléculas antes
de su sintesis 0 ensayos biologicos, facilitando la priorizacion de candidatos para
estudios experimentales (Xiong, G., etal., 2021; ADMETlab 2.0, n.d.).

2.4.5. NERDD

NERDD es una plataforma web que integra diversas herramientas
computacionales orientadas al descubrimiento y disefio racional de farmacos. Entre
sus moédulos mas representativos se encuentra FAME 3, un conjunto de modelos
de aprendizaje automatico desarrollados para la prediccion de los sitios de
metabolismo (SoMs) en moléculas pequefias. Estos sitios corresponden a los
atomos donde se inician las transformaciones metabdlicas catalizadas por enzimas
de fase | y fase Il, por lo que su identificacion es relevante para comprender el
destino metabdlico y la posible bioactivacidon o inactivacion de compuestos
xenobiéticos (Sicho, M., et al., 2020).

El modelo FAME 3 utiliza clasificadores del tipo extra trees entrenados con una
base de datos de mas de 2,100 sustratos y 6,300 sitios de metabolismo con
evidencia experimental, lo que le permite reconocer patrones estructurales
asociados a la actividad enzimatica de monooxigenasas del citocromo P450 y
enzimas de conjugacion. Estas predicciones pueden emplearse como una

aproximacion preliminar para anticipar transformaciones metabdlicas y orientar el
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disefio de analogos con mejor estabilidad o menor formacion de metabolitos
reactivos (Sicho, M., et al., 2020).

Ademas de FAME 3, la plataforma NERDD incorpora otros modulos
complementarios, entre ellos GLORY, que simula rutas metabdlicas completas, y
Hit Dexter, que estima la probabilidad de éxito de un compuesto en fases tempranas

del desarrollo farmaceéutico (Stork, C.,et al., 2020).

2.5. El Género Cordia y la Especie Cordia dentata Poir

Numerosas plantas han sido utilizadas histéricamente en el tratamiento de
diversas enfermedades humanas y entre ellas se destacan las especies
pertenecientes al género Cordia. Cordia, que pertenece a la familia botanica
Boraginaceae, es uno de los géneros mas diversos, con aproximadamente 300
especies identificadas. Cordia dentata Poir (Figura 16) es una de estas especies
vegetales, que se encuentra dentro de la amplia familia Boraginaceae. Se trata de
un arbol arbusto que puede alcanzar alturas de 2 a 17 metros y diametros de 20 a
60 centimetros. Sus hojas son de forma eliptica y pueden medir entre 3 y 18
centimetros de largo. En Mexico durante los meses de julio a diciembre, esta
especie produce flores de color amarillo palido a blanco. Ademas, desarrolla frutos
pequefos, de forma ovoide y de color blanco casi transparente, con una pulpa

jugosa y muy dulce (Cisneros, P., 2018 & Dongmo Zeukang, R., et al., 2023).

Figura 16. Fotografias de Cordia dentata Poir (Cisneros, P., 2018).
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Esta especie se distribuye en zonas secas de México en la vertiente del
Pacifico en los estados de Sinaloa, Guerrero, Oaxaca y Chipas y en la vertiente del
Golfo de México en el sur de Tamaulipas y Veracruz. Tambien se encuentra en el
norte de Sudamérica y Las Antillas (Figura 17). Habita en charrales, en las orillas
de caminos y carreteras, también en manglares o en terrenos temporalmente

inundados (Dominguez, N., 2016).

Figura 17. Mapa de la distribucion de la especie vegetal Cordia dentata Poir en
América (iNaturalist 2024).

La sinonimia que presenta esta especie vegetal es: Cordia alba, Cordia
calyptrata, Cordia tenuifolia, Cordia leptopoda Krause; Cordia ovata Brandegee;
Cordia diversifolia Pav., Veronia calyptrata, Calyptracordia alba (Cisneros, P.,
2018). Asi mismo C. dentata presenta diferentes nombres comunes dependiendo
de la region donde se localice; en los estados de Oaxaca y Veracruz se le conoce
como gulabere, mientras que en Chiapas se le llama nanguipo y matzu; y en
Centroamérica recibe los nombres de uvita y palo noble. (Vazquez, J. D. C., et al.,
2019).

La mayoria de las especies del género Cordia se emplean en la medicina
tradicional para el tratamiento de heridas, forunculos, gota, ulceras cutaneas y

estados febriles. De manera especifica, las infusiones y decocciones de las flores y
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hojas de Cordia dentata son ampliamente valoradas por sus propiedades
emolientes, antitusivas y sudorificas, utilizandose de forma topica y sistémica para
mitigar afecciones respiratorias, dolores pectorales e inflamaciones de la piel (Oza,
M. J., et al., 2017).

2.5.1. Antecedentes farmacolégicos del género Cordia.

El género Cordia ha ido ganando protagonismo en los circulos cientificos por
su gran cantidad de compuestos bioactivos, diversidad estructural y aplicaciones,
donde a pesar de estar poco estudiado desde el punto de vista quimico, muchas
especies son de interés por sus sustancias para la industria farmacéutica y
cosmética (Dantas, D. L., et al., 2021). Los extractos crudos, las fracciones, los
aceites esenciales y los compuestos puros aislados de varias especies de Cordia
presentan una amplia gama de actividades farmacoldgicas, entre las que destaca
la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria inmunomoduladora, antinociceptivo y
antioxidante (Matias, E. F. F., et al., 2015 & Oza, M. J., et al., 2017). Entre las
principales especies vegetales del género Cordia destacan: C. alliodora (Ruiz &
Pav.) Oken, C. cylindrostachya Roem. & Schult., C. boissieri y C. linnaei, de las
cuales, en la Tabla 2 se describen sus usos etnobotanicos y su distribucidon
geografica (Matias, E. F. F., et al., 2015 & Oza, M. J., et al., 2017).

Tabla 2. Descripcion de los usos etnobotanicos y distribucion de especies del
género Cordia (Oza, M. J., et al., 2017).

Nombre botanico

. Distribucion Usos etnobotanicos
de la especie

La decoccidon preparada a partir de
hojas se utiliza tradicionalmente
como ténico para tratar trastornos
pulmonares. La pasta de hojas se
utiliza topicamente en moretones e
hinchazoén. Las semillas en polvo se
utilizan en enfermedades cutaneas.

C. cylindrostachya | América del Sur, México, | La decoccién de las hojas se utiliza
Roem. y Schuilt. Curazao y Aruba para aliviar el dolor de estémago, la

América tropical (de
C. alliodora (Ruiz y | México a Argentina),
Pav.) Oken Islas del Caribe, Panama,
Salvador
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disenteria, la diarrea, el dolor
menstrual y tiene un efecto abortivo.

C. boissieri Estados Unidos hasta el | hojas se utiliza para tratar el asma

El sur de Texas en los | La decoccion preparada a partir de

centro de México bronquial y el reumatismo

C. linnaei

La decoccién de hojas se utiliza para
tratar las dolencias hepaticas y la
fiebre.

América del Norte y del
Sur

A continuacién, se describen las principales actividades farmacoldgicas

estudiadas de especies del género Cordia, asi como los estudios reportados sobre

su toxicidad.

Actividad antimicrobiana: Se ha reportado actividad antimicrobiana en el
aceite esencial obtenido de especies de Cordia, como C. curassavica y C.
verbenacea, asi como en extractos alcoholicos de C. alliodora, C. boissieri, C.
dichotoma y C. monoica, los cuales demostraron efectividad contra diversas

cepas de bacterias, hongos y levaduras (Oza, M. J., et al., 2017).

Actividad antioxidante: Se ha demostrado la actividad antioxidante de diversos
extractos de Cordia, incluyendo especies como C. boissieri, C. dichotoma, C.
globosa, C. macleodii, C. monoica, C. myxa y C. retusa. También se estudiaron
el aceite esencial de C. gilletii, la fraccion enriquecida con taxifolina de C.
dichotoma, la fraccion de acetato de etilo de C. verbenacea, las cordiarimidas A
y B de C. globifera, asi como los rufescendlidos B, C y D, y los acidos
yunnaneicos | y J. El extracto acuoso de fruta de C. dichotoma mejoré los niveles
de antioxidantes y el perfil lipidico en ratas hiperlipidémicas tras una
suplementacién prolongada. Ademas, se evalud la actividad antioxidante del
extracto de C. boissieri mediante el ensayo de radicales libres DPPH,
observando una actividad antioxidante moderada. Nueve compuestos aislados
de la fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico de C. sinensis fueron
evaluados, de los cuales siete mostraron significativa actividad antioxidante,
destacandose cuatro en comparacion con la sustancia de control. (Oza, M. J., et
al., 2017 & Matias, E. F. F., et al., 2015).
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Actividad antiinflamatoria: Diversas especies de Cordia, como C. obliqua, C.
verbenacea, C. myxa, C. curassavica, C. macleodii y C. platythyrsa, han sido
reportadas por su actividad antiinflamatoria. Los extractos de C. curassavica, C.
platythyrsa y C. macleodii han demostrado reducir el edema inducido por
carragenina en modelos animales. Especificamente, se encontré una actividad
antiinflamatoria significativa en el extracto de diclorometano de hojas y tallos de
C. curassavica, asi como en el extracto metanolico de corteza de Cordia
platythyrsa y el extracto etanolico de hojas de C. macleodii (Oza, M. J., et al.,
2017).

Actividad analgésica: La actividad analgésica ha sido reportada en especies
como C. curassavica, C. verbenacea, C. dichotoma, C. macleodii, C. myxay C.
platythyrsa. En particular, se observd actividad analgésica en el extracto
etanolico de hoja de C. verbenacea y C. dichotoma, asi como en el extracto
metandlico de corteza de C. platythyrsa y el extracto hidroalcohdlico de fruta de
C. myxa. Ademas, se evalud un hidrogel preparado a partir de hojas de C.
macleodii, el cual mostré6 una significativa actividad analgésica en modelos
animales (Oza, M. J., et al., 2017).

Actividad hepatoprotectora: El efecto hepatoprotector de las plantas de Cordia
ha sido demostrado en especies como C. myxa, C. dichotoma 'y C. macleodii.
Estudios han informado de una significativa actividad hepatoprotectora del
extracto de fruta de C. myxa contra la lesion hepatica inducida por tetracloruro
de carbono (CCls) y fibrosis hepatica en modelos animales. Asimismo, el extracto
de metanol de las hojas de C. dichotoma y el extracto de etanol de las hojas de
C. macleodii también mostraron efectos hepatoprotectores significativos (Oza,
M. J., et al., 2017).

Actividad antitumoral: Se ha observado actividad antitumoral en la especie C.

verbenacea. Estudios han revelado un potencial antitumoral en las hojas de esta
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especie, demostrando una reduccién en el volumen del tumor y el peso corporal

en modelos animales (Oza, M. J., et al., 2017).

2.5.2. Antecedentes quimicos del género Cordia

Como ya se ha mencionado, el uso en la medicina tradicional de diferentes
especies vegetales del género Cordia implica el empleo de diversas partes de la
planta (tallo, raices, hojas y frutos), debido a la presencia de constituyentes
bioactivos. Estas especies son de gran interés por ser fuentes de productos
naturales con actividades farmacologicas amplias (Dongmo Zeukang R., et al.,
2023). Las investigaciones fitoquimicas han permitido clasificar numerosas clases
de metabolitos secundarios y aislar compuestos unicos, destacandose tres grupos
principales: quinonas, flavonoides y terpenoides (Matias et al., 2015; Oza, M. J, et
al., 2017).

La investigacion fitoquimica del género Cordia ha revelado una notable
diversidad estructural, con mas de 170 metabolitos secundarios identificados,
organizados de la Figura 18 a la Figura 28 de acuerdo con clasificacion fitoquimica,
conforme a la revision de Oza, M. J., et al., 2017. De este modo, la Figura 18 agrupa
a las hidroquinona (1) a (16); la Figura 19 comprende a los meroterpenoides tipo
quinonas, divididas en naftoquinonas y benzoquinonas (17) a (34); las Figura 20 a
Figura 22 representan la familia de los triterpenos de tipo oleanano (35) a (47),
lupano y ursano (48) a (63), y dammarano (64) a (77), respectivamente. Asimismo,
la Figura 23 incorpora los diterpenos, sesquiterpenos y monoterpenos (78) a (85),
mientras que la Figura 24 expone los esteroides y saponinas triterpénicas (86) a
(94). Las familias de compuestos polifendlicos se distribuyen en la Figura 25 con los
flavonoides (95) a (120); la Figura 26 con los lignanos y fenilpropanoides (121) a
(138) y la Figura 27 con otros derivados fendlicos y benzofuranos (139) a (152).
Finalmenten en la Figura 28 recopila alcaloides, cumarinas y los macrociclos
tetrapirrolicos correspondientes al grupo de las porfirinas y feofitinas (153) a (173).

A continuacion se detalla el contenido fitoquimico de cada una de estas secciones

35



Aliodorina (1), Aliodorol (2), Alioquinol C (3), Cordiacromeno A (4),
Cordiacromo A (5), Cordiacromo B (6), Cordiacromo C (7), Cordiacromo G (8),
Cordallinol (9), Cordiol A (10), Cordiaquinol C (11), Cordiaquinol | (12), Cordiaquinol
J (13), Cordiaquinol K (14), Leucocordiacromo H (15), 2-(2Z)-(3-hidroxi-3,7-

dimetilocta-2, 6-dienil)-1,4-bencenodiol (16).
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Figura 18. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (1-16) (Oza, M. J., et al., 2017).
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Cordiaquinona A (17), Cordiaquinona B (18), Cordiaquinona C (19),
Cordiaquinona D (20), Cordiaquinona E (21), Cordiaquinona F (22), Cordiaquinona
G (23), Cordiaquinona H (24), Cordiaquinona J (25), Cordiaquinona K (26),
Cordiaquinona L (27), Cordiaquinona M (28), Cordiaquinona N (29), Cordiaquinona
O (30), (1aS,20R,8pS)-5,6-dimetoxi-2a,8B-dimetil-10,2,2a,8,8a,8B-hexahidro-1H-
ciclopropaciclopenta[1,2-b]Jcromeno-4,7-diona (31), Globiferina (32), Globiferano
(33), Microfilaquinona (34).
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Figura 19. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (17-34) (Oza, M. J., et al., 2017).

Acido 3a-hidroxioleano-12-en-27-oico (35), acido 3-oxooleano-12-en-27-oico
(36), acido 3,29-dioxoolean-12-en-27-oico (37), acido 3a-hidroxa-29-oxooleano-12-
en-27-oico (38), acido 3a,29-dihidroxioleano-12-en-27-oico (39), Acido 3a-
hidroxioleano-12-eno-27,29-oico (40), Acido 3a-hidroxioleano-12-en-27-oico (41),
Acido cincélico 3 B-0-6-desoxi-B-D-glucopiranédsido (42), Acido Quinovico 3 B -O- B
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-D-glucopiranésido (43), Acido cincélico (44), Acido cordinoico (45), Acido quinévico
(46), Taraxerol (47).

Figura 20. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
geénero Cordia (35-47) (Oza, M. J., et al., 2017).

Lup-20(29)-en-3-0O-B-D-maltdsido (48), Lupa-20(29)-en-3-O-a-L-
ramnopiranésido (49), 3-Acido epipomdlico (50), Cordiaketal A (51), Cordiaketal B
(52), Cordianal A (53), Cordianona (54), Cordianal B (55), Cordianal C (56),
Icterogenina (57), Lantadeno A (58), Lantadeno B (59), Acido Lantico (60), Acido
lantandlico (61), Acido poménico (62), Acido ursémico (63).
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Figura 21. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
geénero Cordia (48-63) (Oza, M. J., et al., 2017).

3a-acetoxi-6p3, 25-dihidroxi-20(S), 24(S)-epoxidammarano (64), 3o, 63, 25-
trinidroxi-20(S), 24(S)-epoxidammarano (65), Cabraleadiol (66), Cordialina A (67),
Cordialina B (68), Cordianol-A (69), Cordianol-B (70), Cordianol-C (71), Cordianol-

D (72), Cordianol-E (73), Cordianol-F (74), Cordianol-G (75), Cordianol-H (76),
Cordianol-I (77).
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Figura 22. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (64-77) (Oza, M. J., et al., 2017).

Trans-fitol (78), Acido cordioico (79), Acido cordifélico (80), Trichotomol (81),
(+)-1B,4B,6a-Trihidroxieudesmane (82), (-)-1B,4B,7a-Trihidroxieudesmane (83), (+)-
1B,4B3,11-Trihidroxioppositano (84), Cordinol (85).
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Figura 23. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
geénero Cordia (78-85) (Oza, M. J., et al., 2017).

Sitosterol-3-O--D-glucopirandsido (86), Estigmasterol-3-O-3-D-
glucopiranésido (87), Estigmasterol 3-O-B-D-glucésido (88), Acido pomdlico 3p-O-
[a-L-ramnopiranosil-(1-»2)-B-D-glucopiranosilo] 28-O-[p3-D-glucopiranosilo-(1-»6)-3-
D-glucopiranosilo] éster (89), 3 B-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-»2)-p-D-glucopiranosilo]
acido oleandlico 28-O-[p-D-xilopiranosil-(1-»2)-B-D-glucopiranosilo-(1-»6)-3-D-
glucopiranosilo] éster (90), 3 p-O-a-L-ramnopiranosil-(1-»2)-B-D-glucopiranosil
acido pomolico (91), Saponinas de bisdesmdsido 3p3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-»2)-
B-D-glucopiranosillacido ursolico 28-O- [B-D — glucopiranosil - (1-»6) - - D -
glucopiranosilo] (92), Ester de 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1-»2)-B-D-glucopiranosil
pomdlico 28-0-p-D-glucopiranosil éster (93), Acido 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1-»2)-
B-D-glucopiranosil oleandlico 28-O-p-D-glucopiranosilo-(1-»6)-3-D-glucopiranosil
éster (94).
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Figura 24: Estructuras quimicas de compuestos aislados del
geénero Cordia (86-94) (Oza, M. J., et al., 2017).

Isorhamnetina-3-O-rutinésido  (95),  Quercetina-3-O-rutindsido  (96),
Quercetina-3-0-2G-ramnosilrutinésido  (97), Kaempferol-3-O-robindsido  (98),
Kaempferol-3-O-rutinésido (99), Kaempferol-3-O-2G-ramnosilrutinésido (100),
Kaempferol-3-O-B-D-glucosil-6"-a-L-ramnopirandsido (101), Kaempferol-3,7-di-O-
a-L-ramnopiranésido (102), 3,5,7,3",4 -pentahidroxiflavonol (103), Pachypodol
(104), Tilirésido (105), Apigenina (106), 5-hidroxi-3,7,4 -trimetoxiflavona (107), 5,7-
Dihidroxi-4 -metoxiflavona (108), 5,8-Dihidroxi-7,4 -dimetoxiflavona (109), 7-
metoxiflavona  (110), 5,7,3",4"-Tetrahidroxi-3-metoxiflavona  (111), 3,7,4'-
Trimetoxiflavona (112), 5,3 -Dihidroxi-3,7,4 "-trimetoxiflavona (113), Eriodictiol (114),
Estilina-3-xilososido (115), Narigenina-4",7-dimetil éter  (116), 5,7-
Dimetoxitaxifolina-3-O-a-L-ramnopiranosido (117), 7,4"-dihidroxi-5"-carboximetoxi
isoflavona (118), 7,4°-Dihidroxi-5"-Me isoflavona (119), Retusina (120).
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Figura 25. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (95-120) (Oza, M. J., et al., 2017).

Rufescidride (121), Rufescidride (122), 8,8 -dimetil-3,4,3",4"-dimetilendioxi-7-
oxo-2,7 ciclolignano  (123), 8,8 -dimetil-4,5-dimetoxi-3",4 -metilenodioxi-7-oxo-
2,7 ciclolignano (124), 2,5-bis-(3",4 -metilendioxifenil)-3,4-dimetiltetrahidrofurano
(125), 3,4,5,3°,5"-pentametoxi-1-alil-8-O-4"-neolignano (126), Rufescenolida B
(127), Rufescenolida C (128), Rufescenolida D (129), Acido yunnaneico | (130),
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Acido yunnaneico J (131), Acido 3-(2°,4",5 -trimetoxifenil)propanoico (132), 1-(3'-
metoxipropanoil)-2,4,5-trimetoxibenceno (133), Cordicilina (134), Latifolicinina A
(135), Latifolicinina B (136), Latifolicinina C (137), Latifolicinina D (138).
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Figura 26: Estructuras quimicas de compuestos aislados del
geénero Cordia (121-138) (Oza, M. J., et al., 2017).
Rosmarinato de metilo (139), Litospermato de magnesio (140), Rosmarinato
de calcio (141), Rosmarinato de magnesio (142), Acido rosmarinico (143), Acido p-
hidroxifenil lactico (144), Acido (2R)-(4-hidroxifenil)lactico (145), Acido (E)-7-(3,4-
dihidroxifenil)-7-propenoico (146), Propionato de metilo 2-hidroxi-3-(4"-hidroxi)-
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fenilo (147), m-metoxi-p-hidroxibenzaldehido (148), Benzofurano Il (149),
Benzofurano IV (150), Cordigona (151), Cordigol (152).
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Figura 27. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (139-152) (Oza, M. J., et al., 2017).

Feofitina A (153), 132-Hidroxifeofitina A (154), 173-Etoxifeoforobida A (155),
132-hidroxi-173-etoxifeoforbida A (156), 1-Benzopirano-2-ona (157), 7-hidroxi-1-
benzopirano-2-ona (158), Cordiarimida A (159), Cordiarimida B (160), Cordicinol
(161), Cordixanthona (162), Latifolidina (163), Latifolinal (164), Sebestenoide A
(165), Sebestenoide B (166), Sebestenoide C (167), Sebestenoide D (168), 3'-
dihidroxi-heptadec-7-enil-2-hidroxitetracosaneamida (169), Siringaresinol mono-§-

D-glucésido (170), 6-Hidroxi-3-oxo-a-ionol 9-O-p—-D-glucopirandsido (171),
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Estafilionésido D (172), 3-(3°,5"-Dimetoxi-4"-O-p-D-glucopiranosil-fenil)- prop-2E-
en-1-ol (173).

Figura 28. Estructuras quimicas de compuestos aislados del
género Cordia (153-173) (Oza, M. J., et al., 2017).
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Esta diversidad quimica pueder sustenta el uso etnhomedicinal del género
Cordiay su potencial para el desarrollo de fitofarmacos. Estudios recientes enfatizan
el papel de las quinonas en la inhibicidn de blancos terapéuticos como TNF-a o
COX-2 (Dongmo Zeukang et al., 2023). Para C. dentata, especie central en esta
tesis, los antecedentes sugieren la presencia de quinonas tipo
shikoninas/alkanninas, las cuales podrian ser responsables de su actividad

antiinflamatoria.

2.5.3. Cordia dentata Poir.

A partir de estudios previos realizados en el laboratorio 325 del CIQ sobre el
extracto metandlico integro de las hojas de Cordia dentata se obtuvieron 36
fracciones en las que se prob6 en el modelo in vivo, su potencial hipoglucemiante y
antidiabético encontrando una disminucién del 30.00 % en los niveles de glucosa
en sangre en un modelo cronico murino a partir del sexto dia de administracion
(Méndez-Ramirez, J. et al., 2004). Este estudio valido su potencial hipoglucemiante,
pero las fracciones obtenidas no fueron analizadas quimicamente en su totalidad en
aquella etapa, sugiriéndose de manera preliminar mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de proton ("H-RMN) la presencia de naftoquinonas,

cordiaquinonas, alkanninas y shikoninas.

Por otra parte, para determinar el potencial antiinflamatorio de Cordia
dentata, se realiz6 un estudio utilizando el modelo agudo de inflamacion auricular
inducido por TPA (Hernandez-Miranda, E., 2011). En dicha investigacion se
fracciond el extracto metandlico integro de las hojas de Cordia dentata Poir del cual
se obtuvieron 15 fracciones mediante cromatografia en columna abierta empleando
un gradiente de hexano:acetato de etilo y lavados terminales con metanol. De este
conjunto se seleccionaron ocho fracciones representativas para su evaluacién
biolégica in vivo, obteniendo los resultados cuantitativos de reduccion del edema

que se muestran en la Tabla 3 y en la Figura 29.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en el modelo in vivo agudo de induccion de
inflamacion con TPA en oreja de ratdn del estudio biodirigido del extracto

metanalico integro y fracciones del Cordia dentata (Hernandez-Miranda, E. 2011)

Muestra evaluada % de reduccion de la inflamacion en el modelo
de induccion por tpa en oreja de ratén (1
mg/oreja) Media * EE
Extracto metandlico de C.

dentata 84.08 + 0.28
EHCD FlI 15.43 £ 0.69
EHCD FIV 39.87 +4.44
EHCD FVI 76.69 + 1.90
EHCD FVIII 53.21+2.41
EHCD FIX 23.15+0.70
EHCD FXI 64.63 + 3.80
EHCD FXIll 39.07 £ 3.71
EHCD FXIV 717 £2.56
EHCD FXV -2.71+0.85
Indometacina 90.10 £ 0.04

1007 4

84.08 %

% de inhibicion del edema en oreja de ratén
inducido con TPA

53.21 %

23.15%

90.1 %

Extracto
Metandlico

Figura 29. Resultados del estudio biodirigido del potencial antiinflamatorio de

EHCD FII
EHCD FIV A
EHCD FVI A

EHCD FVIII

EHCD FIX A

EHCD FXI
EHCD FXIll A
EHCD FXIV A

EHCD FXV A

Indometacina

Cordia dentata en el modelo de TPA en oreja de ratén (Hernandez-Miranda, E.

2011)
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A partir de esos datos fue posible identificar que la fraccidon denominada
EHCD FVI, que corresponde a la fraccidn en el sistema Hex:AcOEt 80:20, se
posiciond como la fraccibn mas activa del estudio, alcanzando un porcentaje de
inhibicion del edema de 76.69+1.89%. El analisis por cromatografia preparativa de
esta fraccion permitio la obtencion de dos compuestos designados en su momento
como EHCD-FVI-A y EHCD-FVI-B, los cuales presentaron una inhibicién de la
inflamacion del 32.18% y 57.64%, respectivamente. La inspeccion inicial de los
espectros de 'H-RMN de estas fracciones sugiri6 que dichos componentes
corresponden a estructuras de naturaleza quindnica, especificamente del tipo

shikonina y alkannina (Hernandez-Miranda, E., 2011).

Bajo este contexto, resulta necesario consolidar las investigaciones previas
del laboratorio para establecer con mayor certeza la composicion quimica de las
hojas de Cordia dentata Poir y determinar su eficacia en modelos dermatologicos
cronicos de tipo anti-psoriasis. Para ello, es importante abordar los dos grupos de
metabolitos secundarios que forman parte de los antecedentes de esta
investigacion. Por un lado, el grupo de las quinonas, cuya presencia fue propuesta
a partir de los resultados obtenidos en estudios previos y que dieron origen a las
primeras hipotesis sobre la composicion quimica de la especie. Por otro, las
feofitinas, macrociclos tetrapirrélicos cuya caracterizacion espectroscopica en la

presente investigacion permitio precisar el perfil fitoquimico de Cordia dentata.

2.5.3.1 Quinonas

Las quinonas se consideran una de las clases de productos naturales mas
relevantes para el desarrollo de nuevos farmacos debido a su amplio espectro de
actividades bioldgicas, que incluyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antibacterianas, antifungicas, antimalaricas y anticancerigenas. La relevancia
biolégica de estas moléculas radica en su capacidad para transicionar entre
multiples estados de 6xido-reduccién, lo que les confiere una alta reactividad y un

papel protagdnico en los mecanismos oxidativos celulares. Particularmente para el
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género Cordia, se ha documentado que sus quinonas presentan efectos
antimalaricos, antifungicos, antimicobacterianos y larvicidas, ademas de exhibir
citotoxicidad frente a lineas celulares de mamiferos (Dongmo Zeukang, R., et al.,
2023).

Estructuralmente, las quinonas aisladas en este género se clasifican como
benzoquinonas, hidroquinonas y naftoquinonas de tipo meroterpenoide. Debido a
su recurrente aislamiento y presencia, estos metabolitos y sus derivados son
reconocidos formalmente como marcadores quimiotaxonomicos del género Cordia.
Quimicamente se caracterizan por poseer sistemas aromaticos ciclicos con
sustituciones orto o para-diona, o bien, sistemas aromaticos policiclicos
condensados. Respecto a su origen biogénico (Figura 30), las quinonas vegetales
se sintetizan mediante diversas vias metabdlicas que involucran precursores
variados, tales como la via del acetato-polimalonato, la del acido shikimico y la del

acido mevalodnico (Dongmo Zeukang, R., et al., 2023).

[ Precursores Aromaticos ] [ Pirofosfato de Geranilo ]
Via del acido shikimico o Via del Acido Mevalénico
Acetato-Polimalonato MVA o MEP

Acoplamiento de
ambas vias
(C-Alquilacion)

Naftoquinonas de
Benzoquinonas Hidroquinonas tipo

meroterpenoide.

0 OH 0O
(0] OH (0]

Figura 30. Esquema de formacién de quinonas en el género Cordia.
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Los meroterpenoides constituyen una clase de productos naturales cuya ruta
biosintética deriva parcialmente de la combinacion de precursores terpenoides y
quindnicos. Aunque la ruta biosintética exacta de las meroterpenoquinonas en

especies de Cordia no ha sido validada (Dongmo Zeukang, R., et al., 2023).

2.5.3.2. Shikoninas y alkanninas

La shikonina y alkannina (Figura 31) son pigmentos de pares enantioméricos
y tipo naftoquinonas que son bien conocidas por sus aplicaciones terapéuticas,
cosméticas y como colorantes; una amplia gama de plantas pertenecientes a la
familia Boraginaceae poseen estos enantiomeros y sus derivados (Kaur, K., et al.,
2022). La sintesis de nuevos derivados de 1,4-naftoquinonas es de particular
importancia ya que estos compuestos muestran importante actividad bioldgica
(Lopez, L. I, et al., 2011). A pesar de tener numerosos efectos bioldgicos, la
actividad mas importante reportada para los derivados de la shikonina es el efecto
antitumoral que se ejerce a través de varios mecanismos de accibn como la

induccion de la apoptosis y la autofagia (Valipour, M., 2022).

OH o) OH
O‘ ' h
(b)
oH o)

Figura 31. Estructuras de (a)shikonina y (b)alkinnina.

2.5.3.3. Feofitinas

Las clorofilas constituyen los pigmentos fotosintéticos primarios distribuidos
en organismos fotoautoétrofos, siendo las clorofilas a y b las mas predominantes en
plantas superiores en una relacion aproximada de 3:1. Estructuralmente, las
clorofilas estan constituidas por un anillo de porfirina sustituido con un atomo central
de magnesio (Mg?*) enlazado covalentemente y una cola de fitol esterificada
altamente hidrofdbica (C20Hse). La diferencia estructural especifica entre las

clorofilas a y b (Figura 32) radica exclusivamente en el sustituyente ubicado en el
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carbono 7 del macrociclo, la clorofila a porta un grupo metilo (-CHs), mientras que

la clorofila b presenta un grupo formilo (-CHO) (Kang, Y.-R., et al., 2018).

Clorofila a Clorofila b

Figura 32. Estructuras moleculares de (a) clorofila a y (b) clorofila b.

A pesar de su funcién biolégica central como parte de los complejos
colectores de luz para absorber energia solar, este nucleo macrociclico presenta
una marcada sensibilidad a variaciones de temperatura y disminuciones en el pH
del medio. La exposicion a tratamientos térmicos o entornos acidificados
desencadena la conversion de las clorofilas hacia derivados libres de magnesio a
través de un proceso de desmetalacion, donde el cation central Mg?* es desplazado
y reemplazado por dos protones. Esta pérdida del centro metalico transforma a las
clorofilas en sus correspondientes derivados denominados feofitinas (Kang, Y.-R.,
et al., 2018).

En este contexto, compuestos especificos como la feofitina a (153), 13-
hidroxifeofitina A (154), 173-etoxifeoforobida A (155) y 132%-hidroxi-173-
etoxifeoforbida A (156) se han aislado de las hojas (153-155) y de la corteza del
tallo (156) de Cordia exaltata (Oza, M. J., et al., 2017), cuyas estructuras se
presentan en la Figura 33. Estos metabolitos, obtenidos de forma natural o como
subproductos de la degradacién por efecto de la luz de la clorofila A tras la pérdida

del ion magnesio (Mg?*), han demostrado notables propiedades antioxidantes,
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antiinflamatorias, antidiabéticas, antimicrobianas y reguladoras del metabolismo
lipidico, exhibiendo variaciones en su eficacia biolégica segun sus modificaciones
estructurales (Ekalu, A., et al., 2019, Freitas, S., et al., 2019 & Hussein, R. A, et al.,
2026). Dentro de estas estructuras, se presta especial atencion a su grupo fitilo, el
cual contribuye significativamente a diferentes propiedades biomédicas, actuando
de manera directa como agente antioxidante y antiinflamatorio (Sun, D., et al.,
2024).

R=Fitil © RO

153 155 156

Figura 33. Estructuras de derivados de feofitina a (Oza, M. J., et al., 2017)

Desde una perspectiva de clasificacion estructural, las feofitinas pertenecen
a la familia de las clorinas. Las clorinas se definen como dihidroporfirinas
parcialmente reducidas que forman el nucleo central de las clorofilas. Como parte
de la familia de los compuestos porfirinicos, estas moléculas comparten un armazon
comun constituido por un macrociclo plano de cuatro anillos de pirrol enlazados de
manera consecutiva a través de puentes metino. Este sistema de anillo tetrapirrolico
delimita una cavidad interna que, al perder el ion de magnesio central durante la
desmetalizacion, altera la simetria molecular pero conserva el esqueleto

macrociclico intacto (Gjuroski, I., et al., 2021).

El interés en estos compuestos macrociclicos dentro del ambito clinico radica
en sus diversas propiedades biologicas. A través de diversas revisiones
experimentales y epidemioldgicas, se ha demostrado que las clorofilas, feofitinas y

sus derivados estructurales actuan como potentes agentes antioxidantes,
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antibacterianos, antitumorales y antiinflamatorios. Su actividad antioxidante les
permite modular el estrés oxidativo mediante la captura de radicales libres, la
quelacion de iones metalicos y la consecuente prevencion del dafio oxidativo en el
ADN celular. Por otra parte, estos macrociclos manifiestan una marcada accion
antiinflamatoria al inhibir la expresion de genes de citocinas proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), lo que se complementa con su capacidad
para actuar a nivel del tracto intestinal; alli ejercen efectos reguladores similares a
los de los prebidticos, promoviendo el equilibrio de la flora cecal mediante la
modulacién de filos bacterianos especificos, inhibiendo la inflamacion local y
atenuando patologias cronicas derivadas como la fibrosis hepatica (Sun, D., et al.,
2024).

En el mismo sentido, las propiedades quimiopreventivas y anticancerigenas
de estos derivados tetrapirrélicos se manifiestan a través de multiples mecanismos
moleculares. Entre estos destacan la inhibicion de la proliferacién celular mediante
el bloqueo del ciclo celular, la induccion de la apoptosis enddgena y la interferencia
en la formacion de aductos de ADN al interactuar con mutagenos planares
aromaticos. Adicionalmente, se ha reportado su capacidad para bloquear vias de
sefalizacion oncogénicas clave y factores de transcripcioén alterados en procesos
neoplasicos, tales como las cascadas de senalizacion Wnt/ B-catenina, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor transformante beta (TGF- ) y el
factor nuclear kappa B (NF-kappaB). Finalmente, debido a sus propiedades
fotofisicas, estos macrociclos son empleados como fotosensibilizadores en el
diagnostico por imagen y en la terapia fotodinamica (PDT), donde la irradiacion
luminica induce la formacion selectiva de oxigeno singlete y especies reactivas de

oxigeno (ROS) para la erradicacion efectiva de tejidos diana (Sun, D., et al., 2024).
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3. JUSTIFICACION

Cordia, es un género vegetal que posee relevancia fitoquimica y farmacolégica
significativa, lo que establece un precedente para la investigacion de la especie C.
dentata Poir para determinar el potencial de sus metabolitos secundarios con
actividad anti-psoriasis. Entre los metabolitos secundarios asociados al género
Cordia se destacan las naftoquinonas, particularmente la shikonina y sus derivados,
por sus propiedades antiproliferativas, antiinflamatorias, antiangiogénicas y por su
capacidad para inducir apoptosis, ademas, las clorinas con su potencial antioxidante
y antiinflamatorio, han permitido demostrar que Cordia dentata desempefia un papel
crucial en la inhibicion de la produccion de especies reactivas de oxigeno y en la
supresion de exosomas, lo que la posiciona como un candidato prometedor para el
tratamiento de enfermedades cutaneas, como la psoriasis, el melanoma y las

cicatrices hipertréficas.

Asimismo, Cordia dentata Poir es utilizada en la medicina tradicional por sus
propiedades antiinflamatorias y representa una especie de interés para el Centro de
Investigaciones Quimicas de la UAEM. Si bien estudios previos validaron su
actividad antidiabética y exploraron sus efectos antiinflamatorios en un modelo in
vivo agudo, las asignaciones estructurales de la fraccion con mayor porcentaje
antiinflamatorio reportado sugerian la presencia de quinonas. A pesar de ello, las
evidencias espectroscopicas recientes revelan senales en los espectros que
apuntan hacia la estructura de macrociclos tetrapirrolicos, tales como las feofitinas
y porfirinas, cuya evaluacion especifica en el tratamiento de enfermedades cronicas

de la piel como la psoriasis no ha sido explorada hasta la fecha.

El presente estudio se justifica en la necesidad de realizar un analisis quimico
biodirigido in vivo de los componentes presentes en las hojas de Cordia dentata
Poir, evaluando su posible actividad anti-psoriasis. Este enfoque busca validar
cientificamente su uso tradicional y generar la evidencia que respalde el desarrollo
de terapias alternativas basadas en compuestos naturales contra esta enfermedad

inflamatoria crénica.
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4. HIPOTESIS

Considerando el uso etnobotanico de Cordia dentata Poir como agente
antiinflamatorio, se plantea que, durante su evaluacion en un modelo in vivo de
induccion de psoriasis con TPA, tanto el extracto metandlico integro como sus
fracciones y los metabolitos de la fraccion obtendran porcentajes de inhibicion

significativos sobre el espesor auricular y el indice de inflamacion.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial anti-psoriasico mediante un estudio biodirigido del
extracto metandlico integro de las hojas de Cordia dentata Poir en un modelo in vivo
de induccion de psoriasis, para aislar e identificar los metabolitos secundarios

responsables de la actividad bioldgica.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener el extracto metandlico integro a partir de las hojas de Cordia dentata

Poir y realizar su fraccionamiento mediante procesos cromatograficos.

2. Evaluar el potencial anti-psoriasis del extracto metandlico integro y de la fraccion
seleccionada empleando el modelo experimental in vivo de induccion de

psoriasis.
3. Aislar mediante técnicas cromatograficas a los componentes mayoritarios
presentes en la fraccion evaluada, para su posterior evaluacion en el modelo in

vivo de induccién de psoriasis.

4. Caracterizar por técnicas espectroscopicas los componentes mayoritarios

obtenidos de la fraccion evaluada en el modelo in vivo de induccion de psoriasis.
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5. Evaluar mediante estudios in silico empleando las plataformas Molinspiration,
PASS Online y NERDD, las propiedades fisicoquimicas, el perfil farmacolégico
y toxicologico, asi como los posibles blancos moleculares de los compuestos
identificados y de derivados relacionados, vinculados con la fisiopatologia de la

psoriasis

6. METODOLOGIA

6.1. Colecta de la especie vegetal

La colecta del material vegetal Cordia dentata Poir. se efectud en la region
sur del estado de Morelos, especificamente en el poblado de Lorenzo Vazquez,

municipio de Tlaquiltenango, durante el mes de octubre del 2024.

6.2. Obtencion del extracto metandlico integro

6.2.1. Secado del material vegetal
El material vegetal recolectado (868 g) fue sometido a un proceso de secado
a temperatura ambiente, en un area bien ventilada protegida de la luz solar directa,

hasta eliminar completamente la humedad.

6.2.2. Trituracién y maceracién

Una vez que el material vegetal estuvo seco, se molié utilizando un molino
manual Victoria para reducir el tamafo de particula. Esta pulverizacion se realizé
con el fin de maximizar el area de superficie de contacto entre el material vegetal y
el disolvente, favoreciendo asi la eficiencia de la extraccion de los metabolitos
secundarios. Posteriormente, el material se someti6 a maceracion con metanol

(MeOH) a temperatura ambiente.
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El proceso de extraccidn se llevd a cabo en siete ocasiones consecutivas con
un intervalo de 24 horas por maceracién y manteniendo una proporcion de 2 litros

de MeOH por cada 100 g de material seco.

6.2.3. Filtrado y concentraciéon del extracto

La disolucion metandlica resultante de cada maceracion se filtré a vacio para
remover el residuo vegetal. La filtracion se realizé utilizando un embudo Buchner
acoplado a un matraz Kitasato y una bomba de vacio, empleando papel filtro de
poro fino en el embudo. Los residuos solidos fueron descartados y la disolucion

metandlica filtrada se agrupé para su posterior concentracion.

La concentracion se llevé a cabo mediante un evaporador rotatorio BUCHI
R-200 a presion reducida y a una temperatura maxima 55 °C, con el fin de eliminar
completamente el metanol y obtener el extracto metandlico integro de hojas de
Cordia dentata Poir.

El extracto resultante se almaceno en condiciones controladas, protegido de
la luz y bajo refrigeracion, para preservar su integridad quimica hasta su posterior
fraccionamiento. El flujo metodoldgico para la obtencién del extracto metandlico
integro se ilustra en la Figura 34.

—
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Colecta de la especie Secado y triturado del Maceracién en 3
vegetal material vegetal metanol
Filtrado de la solucién
metandlica
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Figura 34. Diagrama de flujo del proceso de obtencion del extracto metandlico
integro de Cordia dentata Poir.
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6.3. Fraccionamiento y obtenciéon de componentes mayoritarios

El proceso de fraccionamiento del extracto metandlico integro y el
aislamiento de los metabolitos secundarios se disefid a partir de un enfoque
biodirigido, combinando diferentes técnicas cromatograficas (Mendez Ramirez, J.
et al., 2004, Hernandez Miranda, E. et al., 2011). El esquema de las técnicas

implementadas se ilustra en la Figura 35.

288 > T

e ——— —

Figura 35. Representacion de las técnicas cromatograficas implementadas para el
aislamiento de los metabolitos secundarios.

6.3.1 Fraccionamiento por cromatografia a presion reducida (CCPR)

El extracto metandlico integro se fracciond utilizando la tecnica de
cromatografia en columna a presion Reducida (CCPR). La columna se preparé
utilizando silica gel 60 (Merck, tamafo de particula 0.2 mm - 0.5 mm, 30-70 mesh
ASTM) como fase estacionaria, empacada directamente en un embudo Buchner
acoplado a un sistema de vacio.

La elucion se realizd siguiendo un gradiente de polaridad creciente con
hexano (Hex) , acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH), iniciando con hexano al
100%, y posteriormente incrementando la proporcion de AcOEt en intervalos del
10% hasta alcanzar el 100% de AcOEt. Finalmente, la columna se lavé con MeOH
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al 100% para recuperar los compuestos mas polares. En total, se recolectaron 60

fracciones de 200 mL cada una.

6.3.2. Monitoreo y agrupacion de fracciones

Las fracciones obtenidas se concentraron a presion reducida para eliminar el
disolvente de elucién. Una vez concentradas, el perfil quimico de cada fraccion se

monitored mediante cromatografia en capa fina (CCF).

Para la CCF se emplearon placas de silica gel 60 con indicador UV2s4
(MACHEREY-NAGEL, ALUGRAM®SIL G/UVa2s4, 0.20 mm de grosor) de 4 cm de
altura. La seleccion del sistema de elucion para cada fraccion se optimizé probando
diferentes mezclas de solventes, con el objetivo de obtener la maxima resolucion de
los metabolitos y la visualizacion se efectud bajo radiacion UV a 254 nm vy utilizando
el reactivo revelador sulfato cérico amoniacal. La agrupacion final de las fracciones
se baso en la equivalencia quimica de sus perfiles cromatograficos, con el fin de

obtener fracciones enriquecidas para el posterior aislamiento de compuestos.

6.3.3. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta y obtencién de
componentes mayoritarios

El extracto metandlico integro se sometié a un segundo fraccionamiento
mediante cromatografia en columna abierta (CCA), con el propdsito de incrementar
el rendimiento de las fracciones correspondientes al sistema de elucién 80:20

hexano:acetato de etilo.

Este procedimiento se disefid con base en los antecedentes fitoquimicos
reportados por Hernandez Miranda, E. (2011), quien describié que la fraccidén
correspondiente al sistema de elucion 80:20 hexano:acetato de etilo present6 la
mayor actividad antiinflamatoria dentro de su estudio con un porcentaje de 76.69 *

1.90% en el modelo in vivo agudo de TPA en oreja de raton.
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Para la implementacién de esta estrategia, la CCA se prepardé en una
columna de vidrio de 6.35 cm de diametro y 50 cm de altura, empacada con Silica
gel 60 (Merck). La elucidon se centré en los sistemas de polaridad media-baja,
obteniéndose fracciones de 400 mL cada una. ElI monitoreo se realizo
continuamente por CCF y los compuestos puros se aislaron mediante cromatografia
en capa fina preparativa (CCFP). Para ello se utilizaron placas de silica gel para
TLC (Sigma-Aldrich, Fluka #5, 20 x 20 cm) eluidas con el sistema optimizado por
CCF.

Los compuestos se recuperaron mediante el raspado de las franjas de interés
observadas bajo radiacion ultravioleta en las placas y posteriormente fueron
extraidos de la silica con un disolvente polar hacia un matraz bola. Una vez
eliminado el disolvente mediante el empleo del rota evaporador, los compuestos

puros se utilizaron para su caracterizacion estructural y para las pruebas in vivo.

6.4. Caracterizacion estructural de los compuestos aislados

Para la caracterizacién estructural de los compuestos puros aislados se
empled una combinacion de técnicas espectroscopicas (Figura 36). Todos los
analisis se realizaron en las instalaciones del Laboratorio Nacional de Estructuras
de Macromoléculas (LANEM) del CIQ de la UAEM.

6.4.1. Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN de 'H y ™C (incluyendo experimentos

bidimensionales 2D) se adquirieron utilizando:

- Equipo: Espectrémetro Bruker AVANCE Il HD 500 MHz, a frecuencias de
500 MHz para 'H y 100 MHz para '3C.

- Disolvente: Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCIs3) al

99.8% (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.).
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-  Experimentos 2D: De manera complementaria, se adquirieron los espectros
bidimensionales COSY, HSQC, y HMBC.

- Procesamiento de datos: El procesamiento de los datos se realizé utilizando el
software MestReNova v14.2.3 (Mestrelab Research S. L.).

6.4.2. Espectroscopia Infrarroja (IR)

Los espectros de espectroscopia infrarroja (IR) se realizaron en el Laboratorio
de Espectroscopia IR del CIQ UAEM, con el objetivo de identificar los principales

grupos funcionales presentes en la estructura.

- Equipo: Espectrémetro infrarrojo de transformada de Fourier NICOLET 6700
- Método: Las muestras se analizaron utilizando la técnica de Reflectancia Total
Atenuada (ATR por sus siglas en ingles attenuated total reflection).

Figura 36. Representacidn de las técnicas espectroscépicas y espectrométrica
utilizadas.

6.5. Evaluacion farmacolégica: Modelo in vivo anti-psoriasis

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo conforme a las

normas éticas internacionales y nacionales para el cuidado y uso de animales de
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laboratorio. EI manejo, alojamiento y procedimientos experimentales se realizaron
conforme a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, que
regula las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio.

Los ensayos se efectuaron siguiendo la metodologia previamente validada
por el grupo de investigacion (Limén, D. et al., 2019), garantizando asi la

reproducibilidad y el bienestar animal durante todo el proceso experimental.

6.5.1. Seleccion y aclimatacién

Se adquirieron ratones macho de la cepa swiss CD-1 con un peso inicial de
entre 20 y 25 g. Los animales se sometieron a un periodo de aclimatacion de 7 dias

en el bioterio.

Se alojaron en jaulas de policarbonato bajo condiciones controladas de ciclo
luz/oscuridad 12/12 h. Mantuvieron libre acceso (ad libitum) a alimento comercial
estandar y agua purificada. El alojamiento se efectu6é en grupos de seis animales

por jaula.

6.5.2. Induccion de la psoriasis

La induccion de psoriasis se realizd en grupos experimentales (n = 6)
mediante la aplicacion tépica en la oreja de 2.5 ug de 12-o-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) disuelto en 5 uL de etanol.

- Las administraciones de TPA se aplicaron de forma uniforme en ambas caras de
la oreja derecha del raton en un régimen intermitente durante los dias 1, 3, 5, 7,
9,11,13,15,17,19y 21.

- Laorejaizquierda se utiliz6 como control negativo (sano), recibiendo unicamente

la aplicacion del vehiculo (etanol).
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- Se establecidé un grupo control positivo (enfermo), el cual recibi6 las aplicaciones
de TPA bajo el mismo régimen temporal pero sin la administracion de ningun

agente terapéutico.

6.5.3. Diseo de grupos experimentales y régimen de tratamientos

El estudio se realizé en dos etapas experimentales (Fase | y Fase Il), que
comprendieron un total de siete grupos experimentales (n = 6 por grupo) destinados
a evaluar la actividad biolégica del extracto metandlico integro, su fraccion

seleccionada y los componentes mayoritarios obtenidos de la fraccion seleccionada.

En cada fase se incluyeron grupos control negativo y control positivo con el
propdsito de asegurar la validez interna y la comparabilidad de los resultados
obtenidos entre ambas etapas del estudio biodirigido. La designacién de los grupos

y sus respectivos tratamientos se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Fases del desarrollo metodologico del estudio in vivo y el tratamiento
implementado con cada grupo.

Fase Grupo Tratamiento
Grupo 1 (control -) | Ratones sanos, sin TPA ni tratamiento.
Grupo 2 (control +) Piel psoriasica sin tratamiento.
Fase | .
Grupo 3 Tratamiento con metotrexato.
Tratamiento con extracto metandlico
Grupo 4 ] .
integro de C. dentata Poir.
Tratamiento con la fraccién con
Grupo 5 o
compuestos de interés.
Fase ll
Grupo 6 Tratamiento con los componentes
Grupo 7 mayoritarios de la fraccion en estudio.
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El régimen de tratamiento se aplico tépicamente en ambas caras de la oreja
derecha de los ratones en los dias 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21, coincidiendo
con los dias de induccion de TPA (Figura 37).

Induccién a la psoriasis con TPAy
aplicacion del tratamiento

A

Dia }—» N 3 ” > \ C > > |

Sacrificio

Figura 37. Desarrollo metodoldgico del modelo in vivo de induccion a la psoriasis.

Administracion de tratamientos y dosificacion:

- Tratamiento de referencia (metotrexato): El grupo de referencia (Grupo 3) recibio
la aplicacion topica de metotrexato a una dosis de 0.25 mg/oreja disueltos en

acetona.

- Extracto integro y fraccion (Fases | y Il): El extracto metandlico integro (Grupo
4)y la fraccion seleccionada (Grupo 5) se administraron topicamente a una dosis

de 1mg/oreja disueltos en acetona.
- Compuestos aislados (Fase Il): Los compuestos aislados (Grupo 6 y Grupo 7)
se evaluaron a una dosis de 0.25 mg/oreja disueltos en acetona, utilizando el

mismo régimen de aplicacion.

El monitoreo de la progresion del tratamiento se realizé mediante el sacrificio

programado de ratones, como se detalla en la Figura 37.
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6.5.4. Evaluacion del efecto fitoterapéutico

Se realizd un monitoreo macroscépico para evaluar los signos clinicos de
inflamacion en las orejas, tales como el eritema, la descamacion y el edema,
siguiendo la progresion del modelo. La documentacion fotografica de los efectos
macroscopicos se realizd0 mediante una camara AmScope MD35 (Max. Res.
640x480, 0.3 MP), con el fin de registrar la progresion visible de la respuesta al

tratamiento y la induccion de la psoriasis.

Adicionalmente, el grosor de ambas orejas se midid en los dias de sacrificio,

utilizando un calibrador Vernier digital electronic LCD (Digital Calipers, Pa152)

6.5.5. Analisis estadisticos

Los datos cuantitativos colectados del estudio in vivo se procesaron vy
analizaron utilizando el software GraphPad Prism (v8.0.2). Para la estructuracion
del modelo estadistico, se defini6 como variable dependiente continua al
engrosamiento auricular, y como variables independientes categoricas al factor

tratamiento y al factor tiempo.

Debido a las restricciones bioéticas orientadas al principio de reduccion (3R)
(Grimm, H., et al., 2025) para minimizar el uso de animales de experimentacion y
reducir el tiempo de exposicion a agentes quimicos agresivos/cancerigenos, se
empled un disefio de sacrificio progresivo escalonado (n = 1 individuo biolégico por
punto temporal) para mitigar la variabilidad instrumental y asegurar la robustez del
analisis analitico las mediciones de cada individuo se realizaron por triplicado

técnico mediante un protocolo de doble ciego.
La comparacién de los efectos cinéticos entre los grupos se realizé mediante

un analisis de varianza de dos vias (Two-way ANOVA). Se enfatiza que no se utilizo

un disefio de medidas repetidas, reconociendo que cada punto temporal
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corresponde a un individuo bioldgico independiente debido a la naturaleza
destructiva del muestreo (sacrificio) empleando la variabilidad de las réplicas
técnicas como estimador del error residual intra-grupo, seguido de una prueba post-

hoc de Dunnett para comparar los tratamientos frente al control psoriasico (G2).

Para la evaluacion de los contrastes, la hipotesis nula (Ho) establece que el
tratamiento evaluado no ejerce un efecto clinico, por lo que su media de inflamacion
sera estadisticamente igual a la del control psoriasico (G2). Por el contrario, la
hipotesis alternativa (H1) postula que el tratamiento reduce el edema, presentando
una media significativamente menor a la del control psoriasico G2. La regla de
decision estadistica para este estudio establece que Ho se rechaza a favor de H;
unicamente si la significancia calculada (p) es menor al nivel de significancia
preestablecido de a=0.05, reportando intervalos de confianza al 95% (IC 95%)
(Figura 38).

Sin tratamiento

Metotrexato

. =
- —
Grupos de ratones con
induccion a la psoriasis Extracto MeOH —l
—— vy

Fracciones representativas

Metabolitos secundarios

aislados
— Evaluacion de los efectos y

analisis estadisticos

—> ' Solo se aplicard etanol

Grupo de ratones
sanos

Figura 38. Proceso metodologico del modelo in vivo para la evaluacion
farmacolodgica anti-psoriasis de la especie vegetal Cordia dentata Poir.
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6.6. Ensayo de letalidad sobre Artemia salina

El ensayo de letalidad sobre Artemia salina se implementé como un método
preliminar para evaluar la toxicidad del extracto metandlico integro, las fracciones

representativas y los compuestos puros aislados de Cordia dentata Poir.

6.6.1. Preparacion de las muestras

Para este ensayo, se seleccionaron seis fracciones representativas
obtenidas por fraccionamiento del extracto metandlico integro de hojas de Cordia
dentata Poir, el extracto metandlico integro y dos compuestos puros (A y B) aislados
de la fraccion CDDC’-FIV con la misma composicion que la fraccion EHCD FVI
reportada por Hernandez Miranda, E, 2011. Como control positivo se utilizé
quercetina y se incluy6 una disolucion blanco (36 g/L de NaCl con dimetilsulfoxido

(DMSO) al 10% v/v) como control negativo.

Para facilitar la solubilidad de las muestras, se prepararon disoluciones
madre utilizando la disolucién blanco. Las muestras se disolvieron en la mezcla de
solucion salina y DMSO al 10% v/v para obtener las soluciones madre. A partir de
estas disoluciones concentradas, se prepararon las diluciones de trabajo

correspondientes a las concentraciones finales de evaluacion.

6.6.2. Diseio experimental del bioensayo

El bioensayo se efectud en cajas Petri (60 x 15 mm), colocando en cada caja
10 nauplios (larvas recién eclosionadas) de A. salina. Cada muestra se evalu6 por
triplicado a tres concentraciones distintas. Se probaron concentraciones de
1000,100 y 10 ppm para el extracto, fracciones y quercetina y de 100, 10 y 1 ppm

para los compuestos puros.
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6.6.3. Evaluacion de la mortalidad

La toxicidad se determiné después de 24 horas de exposicion. Se
contabilizaron los nauplios muertos en cada caja Petri, considerando como muertos
a aquellos organismos que no mostraron movimiento después de 5 segundos de

observacion.

6.7. Estudio in silico de los componentes del género Cordia

La metodologia de estudios in silico se diseio para predecir las propiedades
farmacologicas y toxicologicas de los compuestos aislados y representativos del
género, mediante herramientas computacionales de libre acceso (Gonzalez-

Pedroza. K.F. et al., 2021). El flujo de trabajo metodolégico completo se ilustra en

la Figura 39.
molinspirs Célculo de propiedades
fisicoquimicas
— Savas rathte ot )
S swes " . . Sordoratics Bioactividad y riesgos
» e < toxicolégicos
& MOMENab 2.0
Construccién de las Obtencién de la m ivonhit Soabeg
moléculas en estudio secuencia SMILE = NERDO

Metabolismo

Figura 39. Proceso metodoldgico del estudio in silico.

6.7.1. Construccion de las moléculas en estudio

Se procedid a la construccion de las estructuras moleculares de los
compuestos caracterizados de Cordia dentata Poir y los derivados de shikoninas,
alkanninas, cordiaquinonas y de feofitinas utilizando la plataforma Molinspiration.
Este proceso proporcioné la secuencia SMILES (Simplified Molecular Input Line

Entry Specification) de cada molécula, una notacion lineal en texto que codifica de
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forma compacta e inequivoca la conectividad y estructura quimica bidimensional, la

cual se empleé como entrada para los analisis posteriores.

6.7.2. Calculo de propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas

El calculo de las propiedades fisicoquimicas y de los parametros
farmacocinéticos se realiz6 a partir de las secuencias SMILES obtenidas. La
plataforma Molinspiration se empled para evaluar parametros de solubilidad, peso

molecular y potencial de biodisponibilidad de las moléculas analizadas.

6.7.3. Bioactividad y riesgos toxicolégicos

Se realizaron las predicciones de la actividad bioldgica vinculada a la
fisiopatologia de la psoriasis, asi como los perfiles de toxicidad sistémica y efectos
adversos, mediante la plataforma PASS Online. Complementariamente, el potencial

de sensibilizacién cutanea se evaluo a través de la plataforma NERDD.

6.7.4. Metabolismo

Las predicciones del sitio de metabolismo mas probable (SoM) para las
moléculas en estudio y la propension atomica a sufrir biotransformaciones de Fase

| se realizaron utilizando la plataforma NERDD, mediante el médulo FAME 3.
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7. DISCUSION Y RESULTADOS

7.1 Colecta de la especie vegetal

La colecta de las hojas de Cordia dentata Poir se efectud en la region sur del
estado de Morelos, especificamente en el poblado de Lorenzo Vazquez, municipio
de Tlaquiltenango. La ubicacion geografica del sitio de colecta se registro en las
coordenadas 18°34'22.4"N 99°04'17.3"W (Figura 40). Este sitio fue seleccionado

por ser una zona con presencia documentada de la especie.

,San Simén el Alto ~Tepoztlan

oEmiliano Zapata

s Temoac

Calmeca,

He-Alarcén

Reserva De La oAxochiapa

Biosfera Sierra
De Huautla

uala de la

dependencia
~Jolalpan

Figura 40. Ubicacién geografica de la colecta de Cordia dentata Poir. en el
poblado Lorenzo Vazquez, municipio de Tlaquiltenango, Morelos.
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Previo a la colecta, se verificd la identificacion preliminar de la planta en
campo para asegurar su correspondencia con la especie objetivo. Las
caracteristicas morfolégicas clave, incluyendo las hojas, flores y el porte del arbol,
fueron documentadas fotograficamente durante la colecta (Figura 41) y las muestras

representativas de las partes recolectadas se muestran en la Figura 42.

Figura 41. Caracteristicas morfolégicas de Cordia dentata Poir: fotografias del
arbol, flores y hojas tomadas durante la colecta.

La autenticacion botanica se realiz6 utilizando informacion disponible del
Herbario Nacional de México (MEXU). Este proceso asegurd la identidad
taxondmica de Cordia dentata Poir al contrastar las muestras con un ejemplar

herborizado de referencia (Figura 43).

Figura 42. Muestras representativas de hojas y flores de Cordia dentata Poir
recolectadas.
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Figura 43. Ejemplar herborizado de Cordia dentata Poir. registrado en el Herbario
Nacional de México (MEXU) (Departamento de Botanica, Instituto de Biologia,
2019).

7.2. Obtencion del extracto metandlico integro

Para la obtencion del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia
dentata Poir, el material vegetal fresco (868 g) se sometié a un proceso de secado
a temperatura ambiente en un area ventilada bajo sombra sobre papel de estraza
(Figura 44), La deshidratacion total se logr6 en un lapso de siete dias.
Posteriormente, el material seco, con un peso inicial de 328 g, que representa el
37.79% del peso del material fresco recolectado, se tritur6 en un molino manual
Victoria para incrementar el area superficial de contacto entre el material vegetal y

el disolvente para y facilitar la extraccion.

S

Figura 44. Proceso de secado de las hojas de Cordia dentata Poir.
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La extraccion se llevd a cabo mediante un proceso de maceracion
exhaustiva en metanol a temperatura ambiente en siete ocasiones consecutivas,
con el objetivo de garantizar una extraccion eficiente de los metabolitos solubles. La
diferencia visual entre la primera y la ultima maceracion (Figura 45) confirmé la

eficiencia del proceso extractivo.

£

i
2000 mL

[ Kivaxe, g
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Figura 45. Comparacion visual entre la primera y la septima maceracion del
material vegetal de Cordia dentata Poir en metanol (MeOH).

La extraccion se realizo utilizando una proporcién de 2 L de metanol por cada
100 g de material vegetal, totalizando 42 L de metanol. La disolucion metandlica se
filtr6 en cada ocasidn para la separacion de particulas solidas (Figura 46).
Finalmente, las disoluciones obtenidas fueron concentradas a presion reducida con
ayuda de un rotavapor, lo que permitio la obtencion del extracto metandlico integro.

Figura 46. Etapas del procedimiento para la obtencion del extracto metandlico
integro de las hojas de Cordia dentata Poir.
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El extracto metandlico integro obtenido de las hojas de Cordia dentata
presentd un peso final de 48 g. Respecto al peso seco del material vegetal seco
inicial (328 g), esto corresponde con un rendimiento del 14.63% (Figura 47). Este
valor se calculd utilizando la Ecuacién 1. El extracto se almacend en condiciones
controladas, protegido de la luz y conservado en refrigeracién con el objetivo de

preservar su estabilidad e integridad quimica.
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Figura 47. Proceso de obtencion del extracto metandlico integro de las hojas de
Cordia dentata Poir y sus respectivos pesos.

o peso del extracto metandlico integro
Rendimiento(%) = ( - )xlOO
peso del material vegetal seco

48g
328g

Rendimiento(%) = ( )xlOO =14.63%

Ecuacion 1. Calculo del rendimiento porcentual de la extraccion
de material vegetal.
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7.2.1. Comparacion cromatografica entre extractos

Para establecer |la consistencia quimica de la especie Cordia dentata Poir, se
realizé una comparacion cromatografica del extracto metandlico integro obtenido en
el presente estudio con un extracto de referencia elaborado previamente. Este
extracto de referencia fue colectado en el afio 2002 en su habitat natural, ubicado
en la carretera Acapulco-Pinotepan, Guerrero, México por la Dra. Patricia Castillo
Espafna. El extracto de referencia se mantuvo en condiciones controladas de
refrigeracion y oscuridad y fue usado como referencia para evaluar la consistencia

en el perfil quimico de la especie.

La comparacion se llevo a cabo mediante cromatografia en capa fina (CCF),
utilizando las mismas condiciones cromatograficas para ambos extractos. Se
emplearon placas de silica gel soportadas sobre aluminio con una longitud de 4 cm.
El extracto realizado en el afio 2002 fue etiquetado como “CD” (lado izquierdo de
cada placa cromatografica) y el extracto realizado recientemente se etiqueto como
“CD"™ (lado derecho de cada placa cromatografica). La elucion se inicié con un
sistema 100% hexano (Hex), y la polaridad se increment6 progresivamente en un
10% con acetato de etilo (AcOEt) hasta alcanzar el 100% de AcOEt.

Las Figura 48, Figura 49 y Figura 50 muestran la comparacion de los
extractos integros metanolicos de Cordia dentata Poir bajo tres condiciones de
analisis. En la Figura 48, se muestra la placa sin revelar; en la Figura 49, se
observan los compuestos que absorben al ser expuestos a radiacion UV (254 nm)
y finalmente, en la Figura 50 se presenta la placa revelada con sulfato cérico

amoniacal.

76



Ve T hal]  Tplogu| 7O b

|

gy

ll "} 1 a o
100% 91 82 5 1:9 100%
Hex Hex:AcOE Hex:AcOEt Hex: AGOEt  Hex:AcOEt Hex:AcOEt  Hex: AcOEt Hex: AcOEt Hex: AcOEt Hex:AcOEt  AcOEt

t

Figura 48. Comparacion cromatografica de los extractos metandlicos de Cordia
dentata Poir sin revelar.
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Figura 49. Comparacion cromatografica de los extractos metandlicos de Cordia
dentata Poir reveladas bajo radiacion UV.
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Figura 50. Comparacion cromatografica de los extractos metandlicos de Cordia
dentata Poir reveladas con sulfato cérico amoniacal.

Los resultados mostraron una alta semejanza en el perfil cromatografico de
ambos extractos, lo que indica una similitud significativa en la composicién quimica
de los compuestos presentes entre el material recolectado en 2002 y el utilizado en
el presente estudio, asi mismo se corrobora que la forma de almacenamiento es

adecuado. Esta consistencia sirve como un control de calidad que valida la
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estabilidad de los metabolitos secundarios del extracto metandlico integro a lo largo
del tiempo bajo condiciones de almacenamiento controladas.

7.3. Fraccionamiento del extracto metandlico integro

El estudio se orientd bajo un enfoque biodirigido, comenzando con el
fraccionamiento del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia dentata Poir
para el posterior aislamiento y caracterizacion de compuestos puros. Para el
fraccionamiento del extracto metandlico integro se emplearon dos técnicas

cromatograficas en columna.

7.3.1. Fraccionamiento por columna cromatografica a presién reducida

En la primera etapa del fraccionamiento, el extracto metandlico integro se
sometid a cromatografia en columna a presion reducida (CCPR). Para el
procedimiento se utilizaron 5 g del extracto y 150 g de silica gel 60 como fase
estacionaria. El sistema se empaco directamente en seco sobre un embudo
Blchner de porcelana acoplado a un matraz Kitasato conectado a una bomba de

vacio. El montaje de la columna se muestra en la Figura 51.

Figura 51. Montaje y fraccionamiento del extracto metandlico integro de las hojas
de Cordia dentata Poir.

La elucién de la columna se inicié con un sistema 100% hexano, recolectando
fracciones de 200 mL cada una. Posteriormente, la polaridad se incremento
gradualmente en un 10% v/v con acetato de etilo hasta alcanzar el 100% de acetato
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de etilo. El proceso finalizé con la elucién de un sistema 100% metanol.

Se

recolectaron un total de 60 fracciones, cuyas condiciones de elucion se detallan en

la Tabla 5. Todas las fracciones fueron concentradas utilizando un rotavapor.

Tabla 5. Fraccionamiento del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia
dentata Poir.

Nidmero de Sistema de elucion

fraccion Hex: AcOEt: MeOH
1-5 100:00:00
6-10 90:10:00
11-15 80: 20:00
16-20 70:30:00
21-25 60:40:00
26-30 50:50:00
31-35 40:60:00
36-40 30: 70:00
41-45 20: 80:00
46-50 10:90:00
51-55 00:100:00
56-60 00:00:100

El monitoreo del fraccionamiento se llevo a cabo mediante cromatografia en

capa fina (CCF), empleando diferentes sistemas de eluyentes para observar los

perfiles cromatograficos de las fracciones recolectadas (Figura 52).
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Figura 52. CCF de las 60 fracciones recolectadas mediante cromatografia en

columna ap

resion reducida.
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Este analisis por CCF permitio identificar la equivalencia quimica en las 60
fracciones, facilitando la agrupacion de aquellas con patrones cromatograficos
similares. En la Tabla 6 se presentan las 13 fracciones reunidas (CDDC-Fl a CDDC-
FXIIl) de acuerdo con la similitud de su composicion quimica y sus respectivos

sistemas de elucion (Figura 53).

Tabla 6. Fraccionamiento del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia
dentata Poir.

C:r:f;od:elsas Nimero de Sistema de elucion
reunidas eluato Hex: AcOEt: MeOH
CDDC-FI 1-5 100:00:00
CDDC-FII 6-8 90:10:00
CDDC-FIII 9-10 90:10:00
CDDC-FIV 11-15 80: 20:00
CDDC-FV 16-20 70:30:00
CDDC-FVI 21-25 60:40:00
CDDC-FVII 26-32 50:50:00/40:60:00
CDDC-FVIII 33-36 40:60:00/30: 70:00
CDDC-FIX 37-40 30: 70:00
CDDC-FX 41-46 20: 80:00/10:90:00
CDDC-FXI 47-51 10:90:00/00:100:00
CDDC-FXII 52-55 00:100:00
CDDC-FXIII 56-60 00:00:100
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Figura 53. CCF de las fracciones representativas del extracto metandlico integro
obtenidas mediante cromatografia en columna a presion reducida.
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Este primer fraccionamiento permitié obtener una vision general de la
distribucion de los componentes del extracto. Se identificé la fraccion CDDC-FIV,
obtenida con un sistema de elucién 80:20:00 Hex:AcOEt:MeOH, como la de mayor
interés. Dicha fraccién mostré un perfil cromatografico similar con la fraccion EHCD-
FVI reportada por Hernandez-Miranda, E. et al., (2011), donde se reporta que esta
fraccion contenia dos compuestos bioactivos, designados como EHCD-FVI-A y
EHCD-FVI-B, los cuales mostraron porcentajes de inhibicion de la inflamacion de
32.18% y 57.64%, respectivamente. Si bien lo reportado por Hernandez-Miranda,
E. et al, (2011) sugiere la presencia de compuestos con naturaleza de tipo
naftoquindnica (shikoninas o alkanninas) la equivalencia cromatografica exacta con
la fraccion CDDC-FIV justifico su seleccion como el sistema fitoquimico diana. Esta
comparacion (Figura 54) permitié orientar el posterior escalamiento cromatografico
en columna abierta (CCA)

| 3

Figura 54. Comparacion por CCF entre la fraccion CDDC-FIV y la fraccion EHCD-
FVI reportada por Hernandez-Miranda, E. (2011).
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7.3.2. Fraccionamiento por columna cromatografica abierta

Con la finalidad de optimizar el rendimiento en masa y concentrar a los
componentes mayoritarios presentes en la fraccion de interés se procedio al
escalamiento del proceso mediante cromatografia en columna abierta (CCA). Para
el fraccionamiento del extracto metandlico integro, para ello se prepard una columna
cromatografica (Figura 55), utilizando 300 g de silica gel 60 GF2s4 como fase
estacionaria en una columna cromatografica abierta con un didmetro de 6.35 cm y
una altura de 50 cm. Se utilizaron 10 g del extracto metandlico integro, previamente
absorbidos en 15 g de silica gel para su incorporacién a la columna.

Figura 55. Cromatografia en columna abierta del extracto metandlico integro de
las hojas de Cordia dentata Poir.

La elucién se inicié con un sistema 100% hexano (Hex), el cual se empled
como fase movil. La polaridad de la fase mévil se incrementd progresivamente en
un 10% con acetato de etilo (AcOEt) hasta alcanzar el 100% AcOEt. Posteriormente,

se continud la elucién con un sistema 100% metanol (MeOH).
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En total se recolectaron 75 fracciones de 400 mL cada una. El disefio del
sistema de elucion se orientdé para maximizar la obtencion de fracciones
correspondientes al sistema 80:20:00 Hex:AcOEt:MeOH (Tabla 7), con el proposito
de obtener la mayor cantidad de los compuestos EHCD-FVI-A y EHCD-FVI-B
previamente reportados por Hernandez-Miranda et al., (2011) por su actividad
antiinflamatoria. Todas las fracciones fueron concentradas mediante evaporacion a

presion reducida en un rotavapor (Figura 56).

Tabla 7. Fraccionamiento del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia
dentata Poir.

Nidmero de Sistema de elucion

fraccion Hex: AcOEt: MeOH
1-5 100:00:00
6-10 90:10:00
11-25 80: 20:00
26-30 70:30:00
31-35 60:40:00
36-40 50:50:00
41-45 40:60:00
46-50 30: 70:00
51-55 20: 80:00
56-60 10:90:00
61-65 00:100:00
66-75 00:00:100

Figura 56. Fraccionamiento y concentracion del extracto metandlico de las hojas
de Cordia dentata Poir.
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El monitoreo del fraccionamiento se realiz6 mediante cromatografia en capa

fina (CCF) de cada una de las fracciones obtenidas. En la Figura 57 se resaltan las

fracciones 11-25 eluidas con el sistema 80:20:00 Hex:AcOEt:MeOH. Este monitoreo

facilito la reunion de fracciones basandose en su equivalencia quimica.

Fracciones 11-25, recoelctadas del
sistema 80:20:00 Hex:AcOEt:MeOH

Figura 57. CCF de las fracciones del extracto metandlico integro de las hojas de Cordia
dentata Poir obtenidas mediante cromatografia en columna abierta.

La reunion de las fracciones de acuerdo con su equivalencia quimica se

muestra en la Tabla 8 junto con su clave y sus respectivos sistemas de elucion. Asi

mismo, en la Figura 58 se muestran las placas cromatograficas de las fracciones

representativas reunidas del extracto metandlico integro.
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Figura 58. CCF de las fracciones representativas del extracto metandlico integro

obtenidas mediante cromatografia en columna abierta.
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Tabla 8. Fracciones representativas del extracto metandlico integro de las hojas
de Cordia dentata Poir.

Clave de las Numero de Sistema de elucién
fracciones eluato Hex: AcOEt: MeOH
CDDC’-FI 1-6 100:00:00/ 90:10:00
CDDC’-FII 7-8 90:10:00
CDDC’-Fll 9-10 90:10:00
CDDC’-FIV 11-15 80: 20:00
CDDC’-FV 16-18 80: 20:00
CDDC’-FVI 19-20 80: 20:00
CDDC’-FVII 21-25 80: 20:00
CDDC -FVIII 26-28 70:30:00
CDDC’-FIX 29-35 70:30:00 / 60:40:00
CDDC’-FX 36-42 50:50:00 / 40:60:00
CDDC’-FXI 43-50 40:60:00 / 30: 70:00
CDDC’-FXIi 51-60 20: 80:00/10:90:00
CDDC -FXIll 61-65 00:100:00
CDDC -FXIV 66-76 00:00:100

A través de esta estrategia de optimizacion se lograron obtener las fracciones
CDDC'-FIV, CDDC'-FV, CDDC'-FVI y CDDC'-FVII. Este incremento en la masa de
trabajo proporcioné el rendimiento analitico necesario para proceder con la
purificacion por cromatografia en capa preparativa (CCP) y las evaluaciones

experimentales bioldgicas subsecuentes.
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7.4. Obtencion de compuestos mayoritarios

Para dar continuidad al estudio biodirigido y analizar los componentes
responsables de la actividad biolégica descrita por Hernandez-Miranda et al., (2011)
se llevo a cabo la separacion por cromatografia en capa preparativa (CCP) a partir
de la fraccion CDDC -FIV.

Inicialmente se disolvieron 150 mg de la fraccion CDDC’-FIV en acetona, lo
que permitidé su aplicacion uniforme en forma de banda sobre la placa preparativa
de silica gel. La elucion se ejecutd en una camara de elucion utilizando el sistema
90:10 diclorometano:acetato de etilo. Posteriormente, se procedié a la extraccion de

las franjas con los compuestos de interés, tal como se ilustra en la Figura 59.

Figura 59. Cromatografia en capa preparativa de la fraccion CDDC -FIV.
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Tras obtener las franjas correspondientes, se mantuvieron en agitacion en
acetona durante 24 horas para su desorcidn. Finalizado este tiempo, se procedié al
filtrado y concentracién (Figura 60), logrando la obtencion de dos compuestos a los
que se les denomin6 CDDC’-FIV-A (con un rendimiento en masa de 24 mg) y
CDDC’-FIV-B (con un rendimiento en masa de 18 mg).

Figura 60. Filtrado y concentracion de los compuestos CDDC -
FIV-A y CDDC’-FIV-B aislados de la fraccion CDDC"-FIV.

Una vez concentrado se realizé una placa cromatografica por CCF (Figura
61) donde se colocé como referencia la fraccion CDDC’-FIV comparandolo con
CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B.
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Figura 61. CCF de los compuesto CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B aislados
por CCP reveladas bajo radiacion UV y con sulfato cérico amoniacal.

Con el propésito de descartar la presencia de otros compuestos significativos
se sometio a CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B a un andlisis mediante cromatografia
en capa fina en dos dimensiones (CCF-2D) mostradas en la Figura 62. Este perfil

bidimensional permitié confirmar la homogeneidad cromatografica para ambos
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sistemas en las condiciones de elucion ensayadas, evidenciada por la resolucion de
manchas simétricas y bien definidas, sin contaminacién por componentes de
polaridades adyacentes o la presencia de otros compuestos. Si bien esta técnica
sugiere perfiles limpios en placa, la resolucion molecular de estos sistemas se

determiné mediante el posterior analisis de espectroscopia por RMN y FT-IR.

CDDC-FIV-A CDDC’-FIV-B

CDDC’-FIV-A CDDC’-FIV-B

Figura 62. CCF-2D de los compuestos CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B
reveladas bajo radiacion UV y con sulfato cérico amoniacal.
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7.5. Elucidacion estructural de CDDC -FIV-Ay CDDC’-FIV-B

La aproximacion a la identidad estructural y conectividad molecular de
CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B se realizd tras seleccionar los perfiles
cromatograficos mas idoneos obtenidos del proceso de separacion. Para este
analisis se emplearon, de manera complementaria, las técnicas espectroscopicas
de infrarrojo (IR), en un equipo NICOLET 6700, colocando una pequeia cantidad
de cada muestra directamente sobre el cristal ATR y de resonancia magnética
nuclear unidimensional (RMN 'H y RMN '3C) y bidimensional (HSQC y HMBC),
donde las muestras fueron analizadas empleando cloroformo deuterado (CDClI3)
como disolvente en un equipo Bruker AVANCE Il HD de 500 MHz.

7.5.1. Compuesto CDDC’-FIV-A

El espectro de absorcidn en la region del infrarrojo (IR) obtenido para la
muestra CDDC -FIV-A (Figura 63) permiti6 mapear de forma detallada las bandas

de tensidn y flexidn de los grupos funcionales presentes en la muestra.

En la regién de mayores frecuencias se observa una banda ancha centrada
a 3 350 cm™'. Desde la perspectiva de la espectroscopia vibracional la zona por
encima de los 3 000 cm™ queda restringida exclusivamente a tensiones de
heteroatomos unidos a hidrogeno (O-H o N-H), por lo tanto, la manifestacion de esta
banda a 3 350 cm™ sugiere la presencia de enlaces N-H. En la literatura de
caracterizacion de pigmentos vegetales, esta sefial es un indicador directo de
sistemas tetrapirrélicos que han experimentado una desmetalizacién, donde la
liberacion del ion central Mg*? permite que el par de electrones libres de los
nitrogenos se enlace a protones (N-H) generando una absorcion caracteristica en
el intervalo de 3 390-3 350 cm' (Fathurronmah, N. N., et al., 2023)

En la region de altas frecuencias, destacan con gran intensidad y bien

definidas las vibraciones de estiramiento C-H asimétricas y simétricas de carbonos

alifaticos con hibridacion sp® en 2 952, 2 922 y 2 852 cm™'. La notable intensidad y
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area de estas sefales moleculares sugieren la presencia de una densa cadena
hidrocarbonada saturada y ramificada, la cual es compatible con el anclaje lipofilico

de una cadena de tipo fitilo (C20H39).

En la region de los grupos carbonilo, el espectro experimental despliega un
perfil bimodal de alta resolucion donde se distingue una banda aguda, intensa y muy
limpia en 1 736 cm-'caracteristica de la tension de estiramiento C=0 de grupos éster
y una absorcion prominente y ensanchada en 1 697 cm™ asignable a un sistema
carbonilico conjugado incorporado en una cetona ciclica. Este desdoblamiento
bimodal se alinea con precisién el perfil de la muestra con los reportes analiticos de
bandas de vibracion para ésteres periféricos y cetonas conjugadas en sistemas
desmetalizados de tipo feofitina (Kang, Y.-R., et al., 2018). Asimismo, este patron
pone en duda la presencia de los nucleos de tipo orto o para-naftoquinona sugeridos
en los antecedentes historicos de este proyecto (Hernandez-Miranda, 2011), puesto
que los sistemas quinonicos puros manifestarian bandas de absorcion carbonilicas
simétricas y acopladas a frecuencias significativamente menores (alrededor de los
1 650 — 1 660 cm™), un comportamiento ausente en la muestra CDDC’-FIV-A

analizada.

En la zona de dobles enlaces, se aprecian bandas de tensién moderada y
contornos agudos en 1 605, 1 540, 1 522 y 1 499 cm" vinculados a vibraciones de
esqueleto de dobles enlaces conjugados (C=C y C=N). Finalmente, en la zona de
la huella dactilar, destacan las densas bandas de estiramiento C-O en 1 260 cm™’
asociadas a fragmentos metoxilo y éster. En conjunto esto direcciona hacia el
aislamiento de derivados macrociclicos de complejidad estructural. El registro
numeérico exhaustivo de la totalidad de las frecuencias de absorcion experimental

de la fraccion se expone en la Tabla A. 1 del Anexo A.
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Figura 63. Espectro experimental de IR obtenido de CDDC’-FIV-A

Los espectros experimentales de RMN-'H (CDCI3) y RMN-13C (CDClIs) de
CDDC’-FIV-A se presentan en las Figura 64 y Figura 67, respectivamente. A pesar
de la densidad espectral derivada de la complejidad de la matriz vegetal, el analisis
detallado de las coordenadas de desplazamiento quimico permitio identificar las
sefales caracteristicas clave de un esqueleto macrociclico tetrapirrdlico de tipo

clorina.

En el espectro de RMN-'H, la presencia del esqueleto tetrapirrlico se
evidencia a través de tres regiones caracteristicas. En primer lugar (Figura 65), en
la region de campo bajo se despliegan las sefiales entre 9.44 y 9.89 ppm, las cuales
corresponden a protones meso localizados en las periferias de los puentes metino
que interconectan a los anillos pirrdlicos. Estos desplazamientos quedan
restringidos casi exclusivamente a sistemas sometidos a la intensa corriente

anisotropica de macrociclos (Gjuroski, I., et al., 2021).
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En segundo lugar, el acoplamiento y conectividad de la periferia porfirinica
se confirma en la region a campo medio (Figura 66). Destacan los desdoblamientos
en el intervalo de 6.15 a 6.29 ppm, estas sefiales corresponden a un sistema vinilico
periférico del macrociclo. Asimismo, la abundancia de singuletes agudos e intensos
integrados entre 3.20 y 3.88 ppm confirma la existencia de grupos metoxilo (-OCH3)
del éster y los metilos fuertemente desapantallados por el efecto de la corriente de
anillo del plano macrociclico. Finalmente, en la region de campo alto, se confirma la
presencia de la cadena lateral de fitilo que correlaciona con la sefal centrada en
0.73 ppm, asignable a los metilos terminales altamente acoplados de la ramificacién
alifatica, el cual interactua con los multipletes densos entre 1.10 y 1.80 ppm

correspondientes a los metilenos repetitivos.
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Figura 64. Espectro experimental RMN 'H (CDCls) de CDDC’-FIV-A.
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Por otra parte, el analisis del espectro de RMN-"3C (Figura 67) consolida la
propuesta del esqueleto tetrapirrélico. Al evaluar la primera expansion en la region
de campo bajo (Figura 68), se nota el perfil policarbonilico caracteristico de estos
macrociclos. En esta region destaca una sefal de baja intensidad en 211.77 ppm,
asignable al carbonilo de una cetona, la marcada desproteccion de este carbono
cuaternario responde a la tension angular del anillo exociclico E y a la proximidad
de la densidad electronica del sistema clorina. Adicionalmente, la sefial detectada
en 171.92 ppm corresponde de forma caracteristica a los carbonilos de tipo éster

pertenecientes al metil éster y al éster de la cadena lateral.
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Figura 67. Espectro experimental RMN "3C (CDCIls) de CDDC -FIV-A.

En la Figura 68, el grupo de sefales que aparece entre 116.72y 143.94 ppm
representa a los carbonos del doble enlace y del nucleo aromatico del macrociclo.
En este intervalo se encuentran los carbonos cuaternarios y metinicos que forman

el esqueleto de la molécula, incluyendo el sistema vinilico periférico. Asimismo, las
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sefales observadas a campos ligeramente mas altos, especificamente entre 103.51
y 96.54 ppm, corresponden muy bien a los carbonos puente de tipo meso que
conectan los anillos pirrélicos entre si, lo cual guarda total consistencia con los
desplazamientos reportados para feofitinas aisladas de fuentes vegetales (Chen,
Q.-F., etal., 2014).
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Figura 68. Expansion del espectro de RMN *C de CDDC -FIV-A (5 220-110
ppm).

El analisis de la regién de campos altos (Figura 69) con desplazamiento entre
10.0-45.0 ppm permite caracterizar los sustituyentes saturados y la cadena
ramificada. En esta zona resalta una sefal con mayor intensidad en 28.68 ppm, la
cual se correlaciona directamente con el bloque mayoritario de metilenos repetitivos
(—CH2-) pertenecientes a la ramificacion alifatica de la cadena denominada fitilo
grupo caracteristico de los derivados de feofitina a (Oza, M. J., et al., 2017). Esta

sefal se encuentra acompafada por las resonancias de los metilos periféricos del
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macrociclo detectados entre 11.13 y 13.10 ppm, completando asi una asignacion

espectroscopica con un derivado desmetalizado (-Mg?*) de tipo feofitina.
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Figura 69. Expansion del espectro de RMN *C de CDDC -FIV-A (3 110-0 ppm).

Con la finalidad de confirmar las conectividades directas carbono-hidrogeno
y las asignaciones de largo alcance se realiz6 el andlisis de los espectros
bidimensionales de correlacion heteronuclear HSQC y HMBC (Figura 70 y Figura
71) cuyos valores numeéricos de conectividad se presentan en Tabla A. 4 y Tabla A.

5 de los Anexos.

A través del experimento HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence),
se logro determinar de forma directa la conectividad de los protones con su
respectivo carbono. Este analisis permitié verificar que las sefales de los protones
meso en campo bajo ubicados en 9.44, 9.58 y 9.89 ppm se encuentran enlazadas
a los carbonos cuyas sefales aparecen en 96.54, 103.51 y 103.51 ppm,
respectivamente. Asimismo, en la region alifatica se corroboré la correlacion del

metileno adyacente al oxigeno del éster de fitilo en 4.24 ppm y en 64.55 ppm, asi
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como de la sefal de los metilenos repetitivos de la cadena lateral en 1.18 ppm con

la sefal en 28.68 ppm.
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Figura 70. Espectro experimental HSQC de CDDC-FIV-A en CDCI3

Finalmente, el espectro experimental bidimensional HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) se adquirié para observar las correlaciones de protones
y carbonos separados por dos o tres enlaces, lo que permitio identificar la
HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) se presentan enla Figura71y enla Tabla
A. 5.

conectividad a larga distancia. Los resultados del experimento

La asignacion y conectividad de los sustituyentes en la periferia aromatica se
validé de manera global mediante el analisis del conjunto de grupos metilo
localizados en 3.25, 3.35 y 3.39 ppm. Si bien estos desplazamientos quimicos
resultan inusualmente elevados para metilos alifaticos convencionales, representan
las resonancias caracteristicas y esperadas para los metilos periféricos anclados
directamente al nucleo clorina,

los cuales experimentan un marcado
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desapantallamiento inducido por el intenso efecto de la corriente del anillo
macrociclico. En el espectro HMBC, este bloque de protones exhibe correlaciones
de largo alcance hacia los carbonos cuaternarios del nucleo pirrdlico adyacente
cuyas sefales se observan en 129.89, 129.91, 137.06 y 143.96 ppm, lo que
demuestra que dichos metilos se encuentran integrados al sistema conjugado

central y no pertenecen a un sistema aislado o a impurezas de la muestra.

Finalmente, la sefal observada en 6.24 ppm muestra correlaciones
simultaneas hacia los carbonos olefinicos y aromaticos (129.90 y 135.90 ppm) y, al
mismo tiempo, hacia la region del carbonilo en 171.92 ppm. De acuerdo con la
literatura para este tipo de matrices vegetales, esta abundancia de acoplamientos
en una misma coordenada de hidrogeno evidencia un solapamiento de sefiales del
sistema vinilico de la feofitina a con desplazamientos residuales de homdlogos
estrechamente relacionados en la periferia (Chen, Q.-F., et al., 2014), respaldando
la naturaleza de la muestra denominada compuesto CDDC’-FIV-A como una

mezcla mayoritaria compuesta por feofitina a.
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Figura 71. Espectro experimental HMBC de CDDC -FIV-A en CDCl3
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En conclusion, la convergencia armoénica de las bandas vibracionales de IR
como la banda en 3 350 cm correspondiente al enlace N-H y el perfil carbonilico
bimodal, junto con el andlisis detallado de las correlaciones uni y bidimensionales
de RMN experimentales (HSQC y HMBC) aportan la evidencia suficiente para
confirmar la identidad de la muestra, en donde mayoritariamente se encuentra
presente la feofitina a. Este analisis integral sustenta la propuesta estructural del
macrociclo tetrapirrdlico desmetalizado, como el componente principal de la
muestra activa, denominada CDDC’-FIV-A, cuyas conectividades clave se

esquematizan en la Figura 72.
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Figura 72.Propuesta del esqueleto macrociclico tetrapirrolico (feofitina a) como
componente mayoritario presente en la mezcla activa CDDC"-FIV-A

La feofitina a ha sido aislada anteriormente de las hojas de la especie Cordia
exaltata, (Oza, M. J., et al., 2017) y se han reportado también derivados naturales
de clorofila desmetalizada, en este caso sin Mg?*, que presentan una degradacion
natural por efecto de la radiacion y por ello, entre el aislamiento del compuesto y la
caracterizacion molecular se generan derivados fotosensibles cuya presencia se
evidencia por las sefiales adicionales en los espectros de RMN-'"H y RMN-'3C que
se explican por su alta sensibilidad a la radiacién. Esta fotosensibilidad de los
macrociclos tetrapirrélicos ha permitido un nuevo campo de aplicacion terapéutica
como atrapador de radicales libres y de electrones que apoya diferentes terapias

biomédicas como la oncoldgica y la inmunitaria (Pucci, C., et al., 2021)
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7.5.2. Compuesto CDDC’-FIV-B

El espectro de absorcion en la regidn de infrarrojo (IR) obtenido para la
fraccion enriquecida CDDC-FIV-B (Figura 73) permitié caracterizar los cambios en
las frecuencias vibracionales correspondientes a las modificaciones periféricas del

macrociclo tetrapirrolico.

En la region de altas frecuencias se observa una banda ancha centrada en
3374 cm', asignable a una frecuencia de tension del enlace N-H interno del nucleo
central desmetalizado. Asimismo, se mantienen las frecuencias de estiramiento,
asimétricas y simétricas, de los carbonos alifaticos sp® en 2 953, 2 922 y 2 852 cmr

', lo cual confirma la conservacion de la cadena ramificada de tipo fitilo.

La diferencia espectroscopica mas significativa respecto al compuesto
CDDC’-FIV-A se localiza en la region de los grupos carbonilo, donde se evidencia
un perfil bimodal intensificado con bandas finas en 1 740 cm™'y 1710 cm™'. La banda
en 1 740 cm™ corresponde a la vibracion de tension del grupo carbonilo (C=0) de
los grupos éster periféricos, tanto del metil éster como del éster de fitilo. Por otro
lado, el ligero desplazamiento observado en la banda en 1 710 cm™ se asigna a la
vibracion de tension del grupo C=0 cetonico incorporado en el anillo exociclico E.
Este comportamiento en la zona de los carbonilos refleja un entorno quimico libre
de interferencias de matriz, lo cual es enteramente consistente con el perfil espectral

esperado para el homologo purificado de la feofitina a.

En la zona de huella digital y dobles enlaces destacan las bandas
correspondientes a los enlaces conjugados C=C y C=N en 1 620, 1 556 y 1 497 cm~
', acompaiiadas por las vibraciones intensas de tension del enlace C-O en 1 260,
1220 y 1 159 cm™. El registro numérico de la totalidad de las frecuencias de

absorcion experimental para esta fraccion se expone en la Tabla A. 6 del Anexo A.
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Figura 73. Espectro experimental de IR obtenido de CDDC’-FIV-B.

El andlisis del espectro de RMN-"'H (Figura 74) y sus respectivas expansiones
para la fraccion enriquecida CDDC -FIV-B confirmé una resolucidén espectral limpia
y consistente con el perfil estructural caracteristico del macrociclo tetrapirrélico
desmetalizado de la feofitina a, a diferencia de la fraccion CDDC -FIV-A, este
sistema despliega un patron de integracion simétrico y libre de las duplicaciones

complejas derivadas de homologos secundarios.

En la region de campo bajo (Figura 75), la intensa corriente anisotrépica del
anillo macrociclico se evidencia mediante tres singuletes que integran para un
protdn (1 H, s) en 9.56, 9.41 y 8.59 ppm que corresponden a los tres protones meso
ubicados en las posiciones de los puentes metino periféricos. Asimismo, el sistema
olefinico de la periferia se ratifica a través de un sistema de acoplamiento tipo ABX
asignable al grupo vinilo sustituido que despliega un doble doblete en 7.94 ppm (1
H, dd, J = 11.56, 17.82 Hz) para el proton metino vecinal, acoplado a los protones
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terminales geminales en 6.23ppm (1H, dd, J = 1.39, 17.76 Hz) y en 6.12 ppm (1 H,
dd, J = 1.37,11.56 Hz). El registro de la totalidad de los desplazamiento y constantes

de acoplamiento experimental se detalla en la Tabla A. 7 del Anexo A."

Un poco menos desplazado (Figura 76) destaca el singulete en 5.46 ppm
(1H, s), asignable de forma caracteristica al proton del anillo E, una sefal clave de
este tipo de clorinas. El cuarteto en 4.43 ppm (1 H, q, J=7.58 Hz) corresponde al
proton ubicado en el carbono de acoplamiento de la cadena lateral. El marcado
desapantallamiento inducido por la corriente de anillo sobre las funciones metoxilo
y los metilos unidos directamente al nucleo aromatico se manifiesta mediante cuatro
singuletes en 3.66 ppm (3 H, s), 3.54 ppm (3 H, s), 3.35 ppm (3 H, s) y 3.18 ppm (3

H , s), representativos de los metilos periféricos y del éster metilico.

En la region alifatica de campo alto (Figura 76) se corrobora mediante la seial
en 4.49 ppm (2 H, p, J = 6.72 Hz), correspondiente al metileno adyacente al atomo
de oxigeno del éster de fitilo, el cual se acopla con el protdn olefinico del fitol
localizado en 5.14 ppm (1 H, td, J = 1.42, 7.20 Hz). La densa cadena de la
ramificacion alifatica se consolida mediante la sefial en 1.18 ppm, asignable al
bloque de metilenos repetitivos, acompafado por las sefiales de los metilos

terminales altamente acoplados que aparecen como multipletes entre 0.80 y 0.73
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El analisis del espectro de RMN-"3C (Figura 77) y sus correspondientes
expansiones consolido la asignacion estructural de la feofitina a. Al evaluar la
primera expansién en la region a campo bajo (Figura 78) resalta un perfil
policarbonilico, la sefal mas desplazada se observa con baja intensidad en 190.96
ppm, correspondiente al carbono carbonilico de la cetona conjugada en el anillo E,
el marcado efecto anisotropico ejercido sobre este carbono responde a la fuerte
tensién angular del anillo de cinco miembros acoplado al plano macrociclico.
Inmediatamente, se agrupan las sefiales en 172.57 y 171.72 ppm, las cuales
corresponden a los carbonilos de tipo éster pertenecientes al metil éster y al éster
de la cadena lateral de fitilo.

En la Figura 78 el denso bloque de sefiales comprendido entre &¢c 116.86 y

161.73 ppm representa los carbonos olefinicos y los nucleos pirrdlicos del
macrociclo conjugado. Asimismo, las sefiales que aparecen en 103.24, 96.95 y
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92.86 ppm corresponden con precision a los carbonos metinicos de tipo meso que

conectan los anillos.

La caracterizacién de los sustituyentes saturados y la cadena lipofilica se
localiza en la region a campo alto (Figura 79). Destaca la sefal intensa en 28.68
ppm, la cual se correlaciona con el bloque mayoritario de metilenos (-CH»-) de la
cola de fitilo, acompanada de la senal en 60.55 ppm enlazado directamente al
oxigeno del éster. Por ultimo, los metilos periféricos anclados al macrociclo central

se observan en el intervalo de 11.11 a 13.40 ppm.
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Figura 77. Espectro experimental RMN '3C (CDCI3) de CDDC’-FIV-B.
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Figura 78. Expansion del espectro de RMN *C de CDDC -FIV-B (5 220-110
ppm).
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Con la finalidad de confirmar las conectividades carbono-hidrégeno de un
solo enlace y corroborar las asignaciones unidimensionales previas, se realizo el
analisis del espectro HSQC (Figura 80). Los valores numéricos correspondientes a
estas coordenadas de acoplamiento directo se presentan en la Tabla A. 9 del Anexo
A. En la regidon de campo bajo, el experimento HSQC permitioé confirmar la identidad
de los tres protones tipo meso. Se observa que el singulete en 9.56 ppm
correlaciona directamente con la sefial de carbono en 103.13ppm, mientras que los
protones meso en 9.41 ppm y 8.58 ppm muestran sus respectivos acoplamientos
heteronucleares con los carbonos en 96.81 ppm y 92.77 ppm. De igual manera, el
proton metino desapantallado en 7.94 ppm exhibe una correlacién con el carbono
olefinico en 128.03 ppm, mientras que los dos protones geminales en 6.23 y 6.12
ppm convergen con la misma correlacion de carbono sp? localizada en 121.97 ppm.
El protdn olefinico perteneciente a la cadena lateral de fitilo en 5.14 ppm se acopla

directamente con el carbono metinico en116.86 ppm.

En la zona de campo medio y alifaticos destaca la correlacién del metileno
adyacente al atomo de oxigeno del éster de fitilo en 4.49 ppm con su respectivo
carbono en 60.54 ppm, asi como la sefial del éster metilico en 3.54 ppm que se
correlaciona con el carbono en 52.41 ppm. Para las sefales de los metilos en la
periferia aromatica en 3.66, 3.35 y 3.18 ppm se confirma su conectividad directa con
los carbonos localizados a campo alto en 11.33, 11.11 y 10.26 ppm, mientras que
el bloque de metilenos de la cola de fitol (1.19 ppm) se correlaciona con la sefial en
28.69 ppm.
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Figura 80. Espectro experimental HSQC de CDDC-FIV-B en CDCl3
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Finalmente, el espectro bidimensional HMBC (Figura 81) se adquirioé con el

objetivo de establecer las conectividades a dos y tres enlaces, permitiendo el mapeo

del esqueleto macrociclico. Las correlaciones numeéricas experimentales de este

experimento se presentan en la Tabla A. 10 del Anexo A. En la region de campo

bajo, las sefiales de los protones meso exhibieron acoplamientos clave que

confirman la conectividad del nucleo clorina. ElI proton en 9.56 ppm muestra

correlaciones de largo alcance hacia los carbonos olefinicos y cuaternarios

aromaticos en 96.94 y 144.16 ppm, mientras que el proton meso en 9.41 ppm se

acopla con la sefal en 103.26 ppm. Esto confirma que los puentes metino se

encuentran interconectandos de forma alternada con los anillos pirrélicos del

macrociclo conjugado. Asimismo,

los singuletes de los metilos periféricos

confirmaron su posicion estructural en el nucleo; el grupo metilo en 3.54 ppm

correlaciona a tres enlaces con el carbonilo de tipo éster en 130.86 ppm, mientras
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que el metilo en 3.18 ppm exhibe acoplamientos con las sefiales del macrociclico
en 135.37 y 144.18cppm, validando la conectividad de los sustituyentes del sistema
tetrapirrolico. Finalmente, la estructura de la cadena lateral de fitilo se confirma
mediante las correlaciones del proton en 5.14 ppm y los protones del metileno unido
al grupo éster en 4.49 ppm, los cuales muestran acoplamientos hacia los carbonos
alifaticos adyacentes en 60.56, 38.80 y 116.86 ppm, asi como hacia el sistema de
carbonilos del éster en 172.57 ppm.
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Figura 81. Espectro experimental HMBC de CDDC -FIV-B en CDCl3

En conclusién, la convergencia arménica de las bandas vibracionales de IR,
la asignacion de integrales simétricas en RMN-'H y las correlaciones
bidimensionales de HSQC y HMBC aportan la evidencia suficiente para confirmar
la identidad de la fraccion CDDC’-FIV-B como el homdlogo macrociclico
tetrapirrolico correspondiente a la feofitina a (Figura 82).
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Figura 82. Valores de desplazamiento quimico (5, ppm) de 'H y '3C asignados al
homologo macrociclico de feofitina a en la fraccion CDDC-FIV-B.

Si bien los perfiles espectroscépicos de las muestras CDDC -FIV-Ay CDDC -
FIV-B apuntan hacia el esqueleto base de feofitina a, la presencia de sefales
adicionales en las zonas alifatica sugieren que estas muestras corresponden a
fracciones enriquecidas con diferentes compuestos de degradacion por la
exposicion a la radiacion que co-eluyen con homodlogos estructuralmente muy
cercanos o isomeros minoritarios del mismo pigmento. Por lo tanto, aunque la
evidencia actual permite proponer la identidad del sistema macrociclico tetrapirrélico
principal, se requeriria de un analisis espectroscépico y cromatografico mas
exhaustivo para confirmar al 100% la identidad inequivoca y la pureza absoluta de
los componentes individuales en cada muestra (las comparaciones graficas
mediante sobreposicion de los espectros experimentales frente a las simulaciones
computacionales teoricas se presentan en el ANEXO B, las cuales permiten
observar similitudes y diferencias en los perfiles espectrales de CDDC -FIV-A y
CDDC’-FIV-B).
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7.6. Evaluacion in vivo anti-psoriasis

Para la evaluacion de la actividad anti-psoriasis de la especie vegetal Cordia
dentata Poir, se empled un modelo in vivo basado en la aplicacion topica repetida
de 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Este compuesto se administré cada
dos dias sobre la oreja derecha de los ratones durante 21 dias, utilizando una
disolucion de 2.5 ug de TPA en 5.0 pyL de etanol (Figura 83), de acuerdo con la
metodologia descrita por Limén, D. et al., 2019.

Figura 83. Administracion percutanea de tratamientos, vehiculos y TPA.

El estudio evalud siete grupos de ratones (n = 6 por grupo), incluyendo
controles negativos y positivos, un farmaco de referencia (metotrexato), el extracto
metandlico integro, una fraccion y dos compuestos puros. El disefio experimental y
el esquema de tratamientos aplicados a cada grupo se detallan en la Tabla 9. Para
el estudio biodirigido sobre psoriasis se consideraron dos aspectos importantes:

e El antecedente de inflamacién aguda reportado por Hernandez-Miranda, E.
et al., (2011), donde se tom6é como base dicho trabajo para analizar
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exclusivamente la fraccion que reporté el mayor porcentaje de inhibicion,
permitiendo asi optimizar los recursos y dirigir el enfoque del presente estudio
hacia el aislamiento y evaluacion de sus componentes mayoritarios en un
modelo cronico

Los vehiculos (acetona y etanol) se aplicaron en la oreja izquierda de todos
los grupos experimentales (control negativo), Esto garantizé que los
disolventes empleados para la vehiculizacion carecen de efectos
inflamatorios e inductores de edema por si mismos, demostrando que la

inflamacion observada en las orejas derechas se atribuyen solamente al TPA

Tabla 9. Distribucidn de tratamiento de los grupos en estudio.

Grupo Desianacién Aplicacion Tratamiento (dosis y
P 9 de TPA vehiculo)
G1 Control Negativo (-) No Aplicacion de vehiculos
(Sano) (Acetona/ etanol)
Gz | Control psoriasico (*) si Sin tratamiento
(Enfermo)
G3 Referencia (MTX) Sj 0.25 mg/oreja de Metotrexato
en acetona.
G4 Extracto metandlico Sj 1 mgl/oreja de  Extracto
integro metandlico integro en acetona.
. . . 1 mg/oreja de la Fraccion
G5 Fraccion (CDDC -FIV) Si CDDC IV en acetona.
. . 0.25 mg/oreja de la muestra
G6 Muestra CDDC -FIV-A Si CDDC"-EIV A en acetona.
. . 0.25 mg/oreja de la muestra
G7 Muestra CDDC-FIV-B Si CDDC"-EIV B en acetona.

El monitoreo de la progresion del tratamiento y de los grupos control se

realizé en los dias 3, 7, 11, 15, 19 y 21 del protocolo experimental. En cada uno de

estos puntos temporales se procedio al sacrificio de un ratdén por grupo mediante

dislocacion cervical, lo que permiti6 la toma de muestras. Este esquema de

muestreo escalonado permitio la recoleccion secuencial de los tejidos y la obtencion
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de datos sobre la evolucién temporal de la respuesta inflamatoria, asi como el

seguimiento cronoldgico del efecto anti-psoriasico a lo largo del estudio.

En el dia 21 no se obtuvo el valor correspondiente para el grupo tratado con
el extracto metandlico integro (G4), debido a un deceso incidental del raton
asignado a ese punto temporal, el cual estuvo asociado estrictamente al protocolo
de manejo anestésico y manipulacion experimental, descartando efectos de
toxicidad letal por parte del tratamiento fitoquimico, dado que el espécimen no
manifestd signos de toxicidad sistémica en los dias previos. Al disponerse
unicamente de un ejemplar por grupo en cada punto temporal, conforme al criterio
bioético de reduccién animal (3R), no fue posible recuperar ni estimar el dato

correspondiente para dicho dia.

Las imagenes correspondientes a las orejas no tratadas (oreja izquierda) se
presentan como referencia visual en la Tabla 10. Los resultados cualitativos del
tratamiento se documentaron a través de la observacidn de los signos
macroscopicos, los cuales se presentan en la Tabla 11 Las caracteristicas
evaluadas incluyeron el eritema, la descamacion y el engrosamiento de la oreja,

aspectos esenciales en la evaluacion de la patologia.
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Tabla 10.Signos macroscoépicos observados en las orejas no tratadas (izquierdas).

Grupo | G1 | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 |

Dia3

Dia11

Dia21

ND= valor no determinado
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Tabla 11. Signos macroscoépicos observados en las orejas tratadas (derechas).

Grupo | G1 | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 |

ND= valor no determinado
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Control Negativo (-) - Sano: El Grupo 1 (G1, ratones sanos) no presenté
alteraciones macroscopicas durante el estudio. Las orejas mantuvieron una
apariencia normal, con una textura lisa y coloracion uniforme, lo que confirmoé que
la aplicacién de los vehiculos (acetona y etanol) no generd efectos adversos

notables sobre la piel.

Control (+) Psoriasico - TPA: El Grupo 2 (G2), expuesto unicamente al TPA
sin tratamiento, presentd signos clinicos severos y progresivos de inflamacion
durante todo el ensayo. Las orejas mostraron eritema intenso, engrosamiento
marcado, descamacién evidente, hiperpigmentacion y formacion de costras, sin
evidencia de recuperacion. Esta evolucion confirma la efectividad del TPA para

inducir efectos psoriasicos en este modelo murino.

Metotrexato - Referencia: En el Grupo 3 (G3), tratado con metotrexato,
también se evidencid una respuesta positiva, aunque menos uniforme en
comparacion con el extracto. A pesar de la presencia de inflamacion persistente,
especialmente en el borde auricular, se observé una reduccion progresiva del

eritema, lo que indica una actividad antiinflamatoria moderada.

Extracto metandlico integro: El Grupo 4 (G4), tratado con el extracto
metandlico integro, mostré una evolucion favorable en los signos asociados a la
inflamacion inducida por TPA. Se observaron signos iniciales de eritema e irritacion;
sin embargo, a lo largo del tratamiento estos signos disminuyeron visiblemente. Al
finalizar el estudio, tanto el borde como el centro de la oreja presentaban una

superficie cutanea uniforme, con menor enrojecimiento y engrosamiento.

Fraccion CDDC’-FIV: El Grupo 5 (G5), tratado con la fraccion CDDC -FIV,
presentd una respuesta superior a la observada para el extracto G4 y para el
metotrexato G3. Las orejas mostraron una rapida disminucién del edema y del

eritema a partir de los dia 15. Al término del protocolo, la apariencia macroscopica
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fue considerablemente mas similar a la del control negativo (G1), lo que indica que

esta fraccion concentra los componentes con mayor efecto antiinflamatorio.

Muestra CDDC -FIV-A: El Grupo 6 (G6), tratado con la muestra CDDC"-IV-
A, demostré el mejor perfil macroscopico de recuperacion. Desde los dias iniciales,
los signos de inflamacion fueron minimos y al dia 21, las orejas presentaban una
textura suave y una coloracion casi indistinguible de la piel sana (G1), lo que
identifica a este compuesto como el principal agente anti-psoriasico presente en la
fraccion CDDC -FIV.

Muestra CDDC -FIV-B: El Grupo 7 (G7), tratado con la muestra CDDC"-FIV-
B, present6 una respuesta positiva, aunque inferior a la observada en los grupos
G5 y G6. Se evidencio una disminucién de la descamacidén en comparacion con el
control psoriasico (G2); sin embargo, la reduccion del engrosamiento y del eritema
fue menos marcada a lo largo del protocolo experimental, lo que indica una menor

potencia antiinflamatoria relativa de este compuesto.

Estas observaciones respaldan la capacidad del modelo para evaluar la
actividad anti-psoriasis de nuevos tratamientos y sugieren que el extracto de Cordia
dentata Poir posee un potencial efecto terapéutico. Asi mismo, la medida del edema
auricular, reportada en la

Tabla 12, se cuantificé como la diferencia en milimetros (mm) entre la oreja
tratada (derecha) y la no tratada (izquierda). Para garantizar la maxima
reproducibilidad, disminuir el error instrumental y eliminar el sesgo del observador,
este parametro se determiné a través del promedio de un triplicado técnico por cada
toma de muestra, ejecutado bajo un estricto protocolo de doble ciego. Este
parametro se utilizé como variable principal en el analisis estadistico, el cual permitié
establecer la significancia de las diferencias entre los grupos de tratamiento

evaluados, con respecto a la actividad anti-psoriasica.
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Tabla 12. Diferencia de grosor auricular (mm) entre la oreja tratada y no tratada de
los en grupos en estudio.

Dia

G1

G2

G3

G4

G5

G6

G7

3

0.01 =0.01

0.08 %0.01

0.12

£0.01

0.02

£0.00

0.04 =0.01

0.03

£0.00

0.02

£0.00

7

0.01 =0.01

0.12 #0.01

0.19

£0.02

0.09

£0.01

0.04 =0.01

0.05

£0.01

0.07

£0.01

11

0.00 +=0.01

0.17 =0.01

0.13

£0.01

0.11

£0.01

0.06 =0.01

0.06

£0.00

0.07

£0.01

15

0.00 +=0.01

0.21 +0.00

0.25

£0.01

0.19

£0.02

0.08 =0.01

0.09

£0.01

0.08

£0.00

19

0.00 +=0.00

0.25 =0.01

0.30

£0.01

0.15

£0.00

0.10 =0.01

0.11

£0.00

0.10

£0.01

21

0.01 =0.01

0.27 =0.01

0.26

£0.00

ND

0.11 =0.01

0.07

£0.00

0.11

£0.01

ND= valor no determinado
La progresion cronoldgica del engrosamiento auricular a lo largo de los 21
dias de tratamiento se ilustra en la Figura 84. Esta representacion grafica visualiza
la variacion y la reduccion del edema obtenida por cada tratamiento experimental a

través del tiempo.
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Figura 84. Progresion del grosor auricular en ratones de la cepa Swiss CD-1
tratados con TPA durante 21 dias en diferentes grupos de estudio. G1 (control
sano), G2 (control psoriasico), G3 (metotrexato), G4 (extracto metandlico integro),
G5 (Fraccion CDDC’-FIV), G6 (Muestra CDDC -FIV-A), G7 (Muestra CDDC"-FIV-
B). Los valores representan el aumento del grosor (mm) y son presentados como
la media * desviacion estandar (mm).
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La muestra CDDC -FIV A (G6) presento el mejor perfil terapéutico entre todos
los grupos de tratamiento. Su curva de grosor auricular se mantuvo
consistentemente en los valores mas bajos, muy cercana a la linea de base del
control negativo (G1, sano), lo que evidencia una notable eficacia moduladora del
proceso inflamatorio desde las etapas iniciales del protocolo, la cual se sostuvo de

manera eficaz hasta el dia 21.

Se observo, ademas, una clara correlacion entre la actividad biologica y el
nivel de pureza quimica de las muestras. El extracto metandlico integro (G4) mostré
una actividad moderada; sin embargo, la fraccion CDDC’-FIV (G5) mejord
notablemente la reduccion del edema, mientras que la muestras CDDC"-FIV-A (G6)
y CDDC’-FIV-B (G7) se posicionaron como los mas eficaces. Este patrén confirma
el éxito del enfoque fitoquimico biodirigido empleado en esta investigacion, logrando
concentrar y potenciar la actividad biolégica a medida que se purificaron las

muestras.

Por otro lado, el metotrexato (G3), usado como referencia terapéutica,
presento una respuesta irregular. Aunque durante los primeros dias logro reducir el
edema, a partir del dia 15 su efecto tendi6 a disminuir o estabilizarse,
manteniéndose por encima de los tratamientos G5, G6 y G7 hacia la fase final del

protocolo experimental.

Para determinar que los tratamientos modifican de manera significativa la
progresion del edema auricular a lo largo de los 21 dias de induccidn, se evalud
estadisticamente la cinética del engrosamiento en todos los grupos experimentales.
El objetivo principal fue confirmar que los tratamientos alteran el curso de la
enfermedad y posteriormente identificar cuales de ellos son superiores al control
psoriasico (G2). Para ello, el analisis estadistico de los datos del grosor auricular se

ejecuto utilizando el software GraphPad Prism (v8.0.2).
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Las diferencias entre las medias poblacionales se evaluaron empleando un
analisis de varianza ordinario de dos vias definiendo como factores independientes
al factor tratamiento y al factor tiempo. No se recurri6 a un disefio de medidas
repetidas ya que cada punto temporal representa a un solo animal de
experimentacion debido al caracter destructivo del muestreo (sacrificio). En su lugar,
el modelo matematico empled la varianza residual de las réplicas técnicas por
triplicado (medidas bajo doble ciego) como estimador del error intragrupo. El analisis
global arrojo efectos altamente significativos para el factor tiempo (F(2.564, 43.08) =
610.2, p < 0.0001), para el factor tratamiento (Fs, 84y = 1739, p < 0.0001) y para su
interaccion tiempo x tratamiento (F (3o, 84) = 59.48, p < 0.0001).

Al confirmar matematicamente que existen diferencias significativas globales
en la progresion del edema, se procedio a justificar el uso de la prueba post-hoc de
comparaciones multiples de Dunnett. Esta prueba fue seleccionada
especificamente porque su disefio estadistico permite contrastar las medias de
multiples tratamientos experimentales contra un unico grupo de referencia. La
prueba comparé las diferencias medias del aumento del grosor auricular a lo largo
del protocolo experimental de cada grupo de tratamiento (G3, G4, G5, G6 y G7)
frente al control psoriasico (G2), siendo este el punto de referencia para el 100% de

la manifestacion de la patologia.

En la Tabla 13 se detallan las diferencias de medias, intervalos de confianza
del 95% (IC 95%) y los valores p ajustados por comparaciones multiples calculados
por la prueba de Dunnett a partir de un nivel de significancia preestablecido de a =
0.05. Para esta evaluaciéon especifica, se plantearon las siguientes hipotesis: la
hipotesis nula (Ho) establece que el tratamiento evaluado no ejerce un efecto clinico,
por lo que su media de inflamacion sera estadisticamente igual a la del control
psoriasico (G2); por el contrario, la hipdtesis alternativa (H1) postula que el
tratamiento reduce el edema presentando una media significativamente menor a la

del control psoriasico (G2).
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Tabla 13. Resultados de las comparaciones multiples de Dunnett sobre el
aumento del grosor auricular (mm).

Diferenci | 95.00% | 95.00% . .
Comparacién | aMedia | IC (Lim. |IC (Lim. | /21" P 3;?12:2 $:r';°'::t'|‘(’:';
(mm) Inf.) Sup.) | ™Y P
G2 (Psoriasico) N Validacion del
vs. G1 (Sano) 0.1811 0.13410 | 0.2281 | <0.0001 Modelo
G2 (Psoriasico) | ) P
vs. G3 (MTX) 0.0244 | -0.08753 | 0.0386 | 0.7910 ns No significativo
G2 (Psoriasico) * Actividad
vs. G4 (Extracto) 0.0639 | 0.00694 | 0.1208 | 0.0229 significativa
G2 (Psoriasico) N Altamente
vs. G5 (Fraccién) 0.1122 | 0.06287 | 0.1616 | <0.0001 significativa
G2 (Psoriasico) Altamente
vs. G6 (CDDC"- 0.1150 | 0.06612 | 0.1639 | <0.0001 bl significativa
FIV-A) (Lider)
G2 (Psoriasico) Altamente
vs. G7 (CDDC"- 0.1078 | 0.05818 | 0.1574 | <0.0001 ek anificati
FIV-B) significativa

La comparaciéon de cada grupo de tratamiento se realizé frente al control psoriasico (G2). La
significancia estadistica se evalué mediante el analisis post-hoc de Dunnett, estableciendo un nivel
de significancia de a = 0.05. Los valores p presentados corresponden a la significancia calculada
ajustada para cada contraste independiente. ns: No significativo (p=0.05), * = (p<0.05), ##*x =
(p<0.0001).

La regla de decision estadistica establece que Ho se rechaza a favor de Hj
unicamente si la significancia calculada (p) es menor a 0.05 (a = 0.05). Siguiendo
este criterio, y como se detalla en la Tabla 13, las muestras CDDC'-FIV-A (G6) y
CDDC'-FIV-B (G7), asi como la fraccion CDDC'-FIV (G5), rechazaron la hipotesis
nula de forma contundente al obtener una significancia de p < 0.0001, demostrando
una eficacia antiinflamatoria superior a la del control, mientras que el extracto
metanolico integro (G4) exhibié una diferencia significativa (p = 0.0229). En
contraste el tratamiento con metotrexato (G3), no mostré diferencias significativas

(p = 0.7910) bajo el régimen de aplicacion tépica y dosis utilizado en este estudio.
La eficacia terapéutica de los tratamientos se muestra en la Figura 85y en la

Tabla 14 como el porcentaje de inhibicion del engrosamiento auricular y su

desviacion estandar, calculado a partir de la reduccién del edema con respecto al
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control psoriasico (G2). Cabe precisar que para el caso especifico del control
negativo (G1), este valor representa la condicion normal de la oreja sin enfermedad.
El valor de control negativo se incluye en la tabla para mostrar la variabilidad natural

del grosor auricular.

Tabla 14. Porcentaje de inhibicion del edema auricular de los tratamientos
evaluados en el modelo de psoriasis inducido por TPA.

Muestra evaluada % Inhibicién £ DE
(G1)- Control Negativo (-) (Sano) 97.5+3.8
(G2)- Control psoriasico (+) (Enfermo) -1.2+22
(G3)- Referencia (MTX) 3.7 £29.1
(G4)- Extracto metandlico integro 44.4 + 21.7
(G5)- Fraccion CDDC'-FIV 60.5+4
(G6)- Muestra CDDC’-FIV-A 74.1+6.3
(G7)- Muestra CDDC’-FIV-B 58.0+9.8

La Figura 85 ilustra la clara jerarquia de actividad. Los tratamientos con las
muestras CDDC’-FIV-A G6 y CDDC’-FIV-B G7 y la fraccion CDDC’-FIV G5
mantuvieron el mayor porcentaje de inhibicion del edema auricular, superando el
50%. La muestra CDDC’-FIV-A G6 confirmo su estatus como lider, alcanzando el

porcentaje mas alto (~74%) y demostrando la mayor potencia.
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Figura 85. Porcentaje de inhibicion del aumento del grosor auricular. La inhibicion
se calculd con respecto al control psoriasico (G2), el cual se normalizé a un 0% de
inhibicion. Las barras de error representan la desviacion estandar. La significancia
estadistica frente al control psoriasico (G2) se determiné mediante la prueba post-
hoc de Dunnett con un nivel de significancia de a = 0.05: ns (no significativo), *
(p<0.05), y #**x* (p<0.0001)."

Por otro lado, la representaciéon grafica muestra que la actividad del
metotrexato (G3) utilizado como farmaco de referencia por ser el tratamiento
estandar para la psoriasis, no mostro diferencia estadisticamente significativa (p =
0.7910) frente al control psoriasico (G2) bajo el régimen de aplicacién tépica y dosis
utilizado en este estudio.

En el contexto de la quimica médica, la inclusién de este estandar no tuvo
como objetivo evaluar de forma exhaustiva la efectividad optima del metotrexato
comercial, sino establecer un punto de comparacién directo para determinar la

competitividad de los compuestos aislados a las dosis ensayadas aun cuando se ha
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evidenciado que presentan degradacion por fotosensibilidad. Bajo las condiciones
del presente ensayo, las muestras CDDC’-FIV-A (G6) y CDDC’-FIV-B (G7)
superaron notablemente la actividad anti-psoriasis mostrada por el farmaco de
referencia. De acuerdo con los criterios de seleccion en el desarrollo de agentes
anti-psoriasicos, un reajuste en el disefio experimental para optimizar la dosis o el
vehiculo del metotrexato solo habria sido justificable si los compuestos hubieran
mostrado un perfil inferior o no competitivo. Dado que las moléculas aisladas
demostraron una eficacia marcadamente superior en la reduccién del edema
auricular bajo este modelo de aplicacion topica, los resultados validan el potencial
anti-psoriasis de la fraccion y sus componentes mayoritarios. Esta alta efectividad
bioldgica se respalda con los antecedentes in vivo de inflamacion aguda inducida
con TPA en oreja de raton, donde EHCD-FVI-A y EHCD-FVI-B mostraron
porcentajes de inhibicién de la inflamacion del 32.18% y 57.64%, respectivamente
(Hernandez-Miranda. E. 2011). Asimismo, Okai, Y. & Higashi-Okai, K. (1997)
evaluaron el efecto supresor de la feofitina a sobre la formacion de edema en orejas
de ratones BALB/c de 8 semanas de edad. En dicho estudio, se aplico feofitina a
(80 u 800 nmol/20 pL en acetona; n = 4 por grupo) en la cara interna de la oreja y,
transcurridos 30 minutos, se administréo una solucion de TPA (8 nmol/20 pyL en
acetona) en la misma zona. Al cabo de 6 horas, se extrajo un disco de tejido de 6
mm de diametro para determinar su peso, observandose que la inhibicion del edema
fue dependiente de la concentracion utilizada; se obtuvo un peso de 16.5 £ 2.9 mg
para la oreja con 100% de inflamacion, en comparacion con 12.2+ 1.4 mgy 8.6 +
1.1 mg para las orejas tratadas con 80 nmol y 800 nmol de feofitina a,
respectivamente. Con estos antecedentes se comprueba que las muestras CDDC -
FIV-A (G6) y CDDC’-FIV-B (G7), las cuales presentan a la feofitina a como
compuesto mayoritario segun los datos espectroscopicos, evidencian una alta
efectividad in vivo como tratamiento anti-psoriasico, haciendo innecesaria la
busqueda de una dosis efectiva para el metotrexato, farmaco comercial de

referencia.
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7.7. Estudio de toxicidad sobre Artemia salina

Para determinar la toxicidad preliminar de la especie vegetal Cordia dentata
Poir, se realizé un bioensayo sobre nauplios de Artemia salina. En este estudio se
evaluo el extracto metandlico integro, seis fracciones representativas (CDDC -
Flil, CDDC’-FIV, CDDC’-FVI, CDDC’-FVII, CDDC -FIX y CDDC -FX), las muestras
CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B y quercetina como control positivo. Se incluyé un
grupo blanco (disolucion salina con dimetilsulféxido (DMSO) al 10%) como control
negativo que se utiliz6 como vehiculo de disolucion en todas las muestras en
estudio. Las concentraciones evaluadas fueron de 1000, 100 y 10 ppm para el
extracto, las fracciones y la quercetina, y de 100, 10 y 1 ppm para los compuestos
aislados (Figura 86).

Figura 86. Seleccion y transferencia de nauplios de Artemia
salina para el bioensayo de toxicidad.

Transcurridas las 24 horas de exposicidn, se cuantificé el numero de nauplios
vivos en cada concentracion y se determino el porcentaje de mortalidad para cada
muestra. Estos resultados se presentan en la Tabla 15. Adicionalmente, la Tabla 16
ilustra una comparacion visual de las condiciones de los nauplios al inicio del estudio

(To) y el final del estudio (T2a4).
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Tabla 15. Valores porcentuales de mortalidad maxima de Cordia dentata Poir
frente Artemia salina.

Muestra evaluada % Mgr:;l::ad al% M&rt;::;ad a| % I\:g;t:l:’dr:d a| % !\In&r(t)aggrarld a
%’:;ff;l"l? — 26.67% 10.00% 13.33%
Extracto MeOH — 23.33% 6.67% 13.33%
CDDC’-Flil — 40.00% 10.00% 33.33%
CDDC’-FIV — 20.00% 13.33% 36.67%
CDDC’-FVI — 3.33% 26.67% 33.33%
CDDC’-FVII — 16.67% 23.33% 46.67%
CDDC’-FIX — 16.67% 30.00% 13.33%
CDDC’-FX — 16.67% 16.67% 10.00%
CDDC’-FIV-A 10.00% 16.67% 6.67% —
CDDC’-FIV-B 23.33% 20.00% 16.67% —

— : Concentracion no evaluada para este grupo experimental

Tabla 16. Comparacion visual de los grupos en estudio en Toy Taa.

Muestra
evaluada

T24

Quercetina

Extracto
MeOH
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CDDC -Flll

CDDC -FIV

CDDC -FVI

CDDC -FVII
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CDDC -FIX

CDDC’-FX

CDDC’-FIV-A

CDDC’-FIV-B
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El bioensayo sobre nauplios de Artemia salina se emple6 como un modelo
de cribado general de toxicidad preliminar, fundamentado en el principio
farmacologico de que los metabolitos secundarios bioactivos suelen manifestar
efectos de toxicidad a concentraciones elevadas. Bajo el criterio de Meyer et al.,
(1982), un extracto o compuesto se denomina como toéxico si presenta una
concentracion letal media (CLso) inferior a 1000 pg/mL (ppm). Al evaluar los perfiles
integrales de mortalidad tras 24 horas de exposicion (Tabla 15,), se determin6 que
ninguna de las muestras evaluadas alcanzo el 50% de letalidad en ninguna de las
dosis ensayadas, lo que clasifica tanto al extracto metandlico integro como a las
fracciones y compuestos de Cordia dentata Poir como sustancias de baja toxicidad

preliminar bajo este modelo.

El bioensayo mostré que la toxicidad del extracto metandlico integro fue baja,
con un valor porcentual maximo de mortalidad de 23.33% a 10 ppm. Las pruebas
de toxicidad revelaron que las fracciones CDDC’-FIV, CDDC"-FVI y CDDC -FVII
presentaron su mayor porcentaje de mortalidad en la concentracidn maxima
evaluada (1000 ppm), con valores de 36.67%, 33.33% y 46.67% respectivamente.
En contraste, las muestras CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B mostraron su mayor
porcentaje de mortalidad a una concentracion de 10 ppm y 1 ppm con valores de
16.67% y 23.33%, respectivamente.

Este comportamiento de dosis-respuesta no lineal constituye un fenbmeno
fisicoquimico ampliamente documentado en bioensayos acuaticos para moléculas
organicas. Al elevar la concentracién en el medio, los compuestos puros tienden a
alcanzar su limite de saturacion, desencadenando procesos de auto-agregacion
molecular o precipitacion (Pohjala, L., et al., 2012). Esta pérdida de homogeneidad
reduce drasticamente la fraccién de farmaco libre disuelto en el la disolucion salina
y esto disminuye su biodisponibilidad y su capacidad de absorcién a través de las
membranas de los nauplios. De este modo, la ausencia de una linealidad directa a

concentraciones elevadas no denota una falla metodoldgica o un error de disefio en
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las dosis, sino una restriccion biofarmacéutica de solubilidad y accesibilidad celular

en el sistema acuoso.

Asimismo, las diferencias cuantitativas entre ambos compuestos, donde
CDDC’-FIV-B duplicé la mortalidad de CDDC -FIV-A a la concentracién de 1 ppm
reafirman de manera colateral que se trata de dos entidades quimicas

estructuralmente diferenciadas en su interaccion con el sistema bioldgico.

130



7.8. Estudio in silico de los componentes del género Cordia

Se realiz6 un estudio in silico de derivados de alkannina y shikonina, asi como
de las cordiaquinonas A, C y D, asignando una numeracién especifica para este
estudio: -hidroxi isovaleril shikonino (1), R-acetoxi isovaleril shikonino (2), Angelil
shikonino (3), RB,’-dimetil acrilshikonino (4), R-hidroxi isovaleril alkannino (5), R-
acetoxi isovaleril alkannino (6) y 1-metoxi acetil alkannino (7), cordiaquinona A (8),
cordiaquinona C (9) y cordiaquinona D (10), metabolitos secundarios que se han

aislado de especies del género Cordia.

Adicionalmente, se incorporaron estructuras representativas de los
macrociclos tetrapirrolicos (de tipo feofitina y feoforbida) propuestos a partir de la
caracterizacion espectroscopica de las fracciones: feofitna a (11), 13%
hidroxifeofitina A (12), 173-etoxifeoforobida A (13) y 132-hidroxi-173-etoxifeoforbida
A (14).

Como controles de validacion y comparacion para evaluar el potencial
antipsoriasico, se emplearon los farmacos comerciales indometacina (15),
metotrexato (16) y diclofenaco (17) para identificar su posible potencial anti-
psoriasis. Esto permite evaluar la sensibilidad y especificidad de las plataformas al
contrastar las predicciones generadas frente a perfiles farmacofoéricos y descriptores
moleculares de ligandos con afinidad y actividad biolégica experimentalmente

consolidadas en bases de datos.

Las estructuras quimicas se construyeron empleando la plataforma
Molinspiration, obteniendo las estructuras tanto en 2D como en 3D, las cuales se
muestran en la Tabla 17, mientras que su secuencia SMILES (Simplified Molecular-
Input Line-Entry System) se presenta en la Tabla 18.
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Tabla 17.

Estructuras 2D y 3D de las moléculas analizadas en el estudio in silico.

Comp. Nombre Estructura 2D Estructura 3D
3-hidroxi isovaleril
1 o
() shikonino *%/\fid el
molinspirstion molinspiratic
3-acetoxi isovaleril
(2) -
shikonino
molinspirstion molinspiretic
(3) Angelil shikonino /Y\W
molinspirstion molinspiretic
() 3,-dimetil J(ijé
acrilshikonino \]/\[{E vl
molinspiration| molinspirsti
3-hidroxi isovaleril
5 o
) Alkannino “"Mi( o oH
molinspirstion molinspiratic
3-acetoxi isovaleril M
6 OO
(®) Alkannino }%/i( o on
molinspirstion molinspiratic

132




1-metoxi acetil

% Alkannino V\ﬂ;{ o ow
molinspirstion| molinspiretic
(8) Cordiaquinona A
(9) Cordiaquinona C
(10) Cordiaquinona D
(11) Feofitina a
(12) 132-Hidroxifeofitina A
(13) | 173-Etoxifeoforobida A
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132-hidroxi-173-

(14) . .
etoxifeoforbida A
(15) Indometacina
r;;olmpi‘.ﬂon molinspiratic
\ : 0 HQ
(16) Metotrexato w w "‘;:
molinspirstion molinspirati
d
R H
(17) Diclofenaco
HO
a
molinspirstion molinspiratic

Tabla 18. Secuencia SMILES de las moléculas analizadas en el estudio in silico.

Comp. Nombre SMILES
1 R-hidroxi isovaleril CC(C)=CC[C@@H](OC(=0)CCC(C)(C)0)C1=CC(=0)c2¢(
(1) shikonino 0)cec(0)c2C1=0
2) R-acetoxi isovaleril CC(=0)OC(C)(C)CCC(=0)O[C@H](CC=C(C)C)C1=CC(=
shikonino 0)c2c(O)cec(0)c2C1=0
(3) Angelil shikonino CC=C(C)CC(=O)0[C(%§]§)3;ZC1(=C(%C)C1 =CC(=0)c2¢(0)c
() R,B-dimetil CC(C)=CC[C@@H](OC(=0)C=C(C)C)C1=CC(=0)c2¢(O)c
acrilshikonino

cc(0O)c2C1=0

134




(5) R-hidroxi isovaleril CC(C)=CC[C@H](OC(=0)CCC(C)(C)0)C1=CC(=0)c2¢(O

Alkannino )cce(0)c2C1=0
6 R-acetoxi isovaleril CC(=0)OC(C)(C)CCC(=0)0[C@@H](CC=C(C)C)C1=CC(
(6) Alkannino 20)c2¢(0)cec(0)c2C1=0
7 1-metoxi acetil COCCC(=0)0[C@@H](CC=C(C)C)C1=CC(=0)c2¢(O)ccc
(7) Alkannino (0)c2C1=0
(8) Cordiaquinona A CC(C)=C(CCc1ccc2c(c1)C(=0)C=CC2=0)C(C)CCCO
9) Cordiaquinona C C=C(C)C1CCC(CCC2=CC(=0)c3ccccec3C2=0)C(C)(C)C1

OC(=0)C=C(C)C

C=c1ccc(=C)c2cc(CCC(=C(C)C)C(C)CCCOC(=0)CCCCC

(10) Cordiaquinona D CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC)ecet2

C=Cc1c(C)c2cc3nc(c4c5[nH]c(ccbne(cc1[nH]2)C(C)=C6C
(11) Feofitina a C)c(C)c5C(=0)[C@@H]4C(=0)OC)[C@@H](CCC(=0)0C
/C=C(\C)CCCC(C)CCCc(Cc)ccee(e)e)ese

C=Cc1c(C)c2cc3nc(c4c5[nH]c(ccbne(cc1[nH]2)C(C)=C6C
(12) 132-Hidroxifeofitina A | C)c(C)c5C(=0)[C@]4(0)C(=0)OC)[C@@H](CCC(=0)0C/
C=C(\C)CCCc(C)cecee(e)cecece(e)e)esce
C=Cc1c(C)c2cc3nc(c4c5[nH]c(ccbne(cc1[nH]2)C(C)=C6C
(13) 173-Etoxifeoforobida A | C)c(C)c5C(=0)[C@@H]4C(=0)0C)[C@@H](CCC(=0)0C
C)c3c
C=Cc1c(C)c2cc3nc(c4c5[nH]c(ccbne(cc1[nH]2)C(C)=C6C
C)c(C)c5C(=0)[C@]4(0)C(=0)OC)[C@@H](CCC(=0)0C

(14) 132-hidroxi-173-

etoxifeoforbida A C)cac
(15) Indometacina COc1cec2c(c1)c(CC(=0)0)c(C)n2C(=0)c1cec(Cl)cct
CN(Cc1cne2ne(N)nc(N)e2n1)c1cec(C(=O)N[C@@H](CCC
(16) Metotrexato (=0)0)C(=0)0)cc
(17) Diclofenaco O=C(0)Cc1cceccc1Ne1¢(Cl)ceec1Cl

El analisis in silico de la totalidad de las estructuras en estudio, abarcando
los metabolitos 1 a 14 y los farmacos de referencia 15 a 17, permitio evaluar sus
propiedades fisicoquimicas y prever sus perfiles de actividad farmacoldgica, cuyos
resultados se presentan en la Tabla 19. Las propiedades fisicoquimicas fueron

calculadas utilizando la plataforma Molinspiration.
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Tabla 19. Propiedades fisicoquimicas de las moléculas analizadas en el estudio in

silico.

Comp. A) B) C) D) E) F) G)
(1) C22H2607 402.44 7 3 121.13 368.06 3.22
(2) C24H280s 444 .48 8 2 127.2 404.3 3.79
(3) C22H2406 384 .43 6 2 100.9 353.58 4.03
(4) C21H2206 370.40 6 2 100.9 336.63 3.64
(5) C22H2607 402.44 7 3 121.13 367.64 3.22
(6) C24H280s 444 48 8 2 127.2 405 3.79
(7) C20H2207 374.39 7 2 110.13 336.72 2.71
(8) C21H2603 326.44 3 1 54.37 324.33 4.3
(9) C28H3404 434 .58 4 0 60.44 424.3 6.28

(10) Ca9HgoO2 701.18 2 0 26.30 772.57 14.27
(11) Cs5H74N40Os5 871.22 7 2 127.03 862.1 13.96
(12) Cs5H74N4Os6 887.22 8 3 147.26 873.46 13.07
(13) C37H40N40s5 620.75 7 2 127.03 572.95 7.6

(14) C37H40N40s6 636.75 8 3 147.26 579.86 6.7

(15) C19H16CINO4 357.79 3 1 68.53 304.82 3.93
(16) C20H22Ng0Os 454 .45 10 5 210.54 390.53 0.27
(17) C14H11CIoNO2 296.15 2 2 49.33 242.04 4.36

A) Formula molecular, B) Peso molecular (g/mol), C) Num. de aceptores de hidrogeno (nOH),
D) Num. de donadores de hidrégeno (nOHNH), E) Area de superficie polar molecular (A2), F)
volumen molecular (A% y G) LogP.

Con respecto a los descriptores fisicoquimicos (Tabla 19), destaca que la
cordiaquinona D (10) excede los limites de masa molecular (701.18 g/mol) y
lipofilicidad (LogP = 14.27) de la regla de los cinco de Lipinski. Si bien esta
transgresion predice una nula biodisponibilidad por la via oral, este perfil resulta
biofarmacéuticamente favorable para el disefio de agentes topicos, ya que favorece

la retencion selectiva del ligando en la matriz lipidica de la epidermis.

Por otro lado, se utilizo6 la plataforma PASS Online para estimar las
probabilidades de bioactividad de los compuestos, cuyos resultados se presentan
en la Tabla 20. Para el analisis de los derivados de shikonina, alkannina,
cordiaquinonas y feofitinas, se establecid un criterio de seleccion utilizando
unicamente aquellas bioactividades predictivas que exhibieran un indice de

probabilidad de actividad mayor a 0.5 (Pa >0.5). Bajo este umbral se estima la
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probabilidad quimica de manifestar la actividad biolégica en modelos
experimentales. Como segundo filtro de seleccion, el analisis se enfocd de manera
dirigida y exclusiva en los descriptores vinculados con la fisiopatologia de la
psoriasis y las cascadas de inflamacion cronica cutanea, tales como la inhibicidén de
la citocina proinflamatoria factor de necrosis tumoral Alfa (TNF-a), la induccién de
apoptosis, los indices de actividad anti-inflamatoria general y la actividad
antipsoriatica especifica (antipsoriasis), descartando aquellos valores predictivos

ajenos al espectro terapéutico de interés para este estudio.

Tabla 20. Propiedades farmacologicas y bioactividad de las moléculas analizadas
en el estudio in silico.

Comp. | | 1} v \/
(1) 0.95 0.81 0.77 0.68 0.69
(2) 0.96 0.83 0.78 0.67 0.62
(3) 0.96 0.81 0.81 0.63 0.44
(4) 0.96 0.83 0.78 0.68 0.64
(5) 0.95 0.81 0.77 0.68 0.69
(6) 0.96 0.83 0.78 0.67 0.62
(7) 0.92 0.71 0.70 0.62 0.44
(8) 0.32 NPV 0.23 NPV 0.32
(9) 0.37 NPV 0.74 0.47 0.54
(10) NPV NPV 0.24 0.37 0.54
(11) NPV 0.29 0.72 NPV 0.39
(12) NPV 0.38 0.75 0.26 0.39
(13) NPV 0.35 0.71 NPV 0.35
(14) NPV 0.26 0.75 NPV 0.35
(15) 0.20 NPV 0.25 0.71 NPV
(16) NPV NPV 0.46 NPV 0.23
(17) 0.31 NPV 0.39 0.79 0.21

I. Inhibidor de la expresion TNF- a, Il. Agonista de la apoptosis, lll. Antineoplasico, IV.

Antiinflamatorio, V. Antipsoriasico NPV = no presentan valores.

El analisis mostro que los derivados de shikonina y alkannina (1-7) obtuvieron
consistentemente valores de bioactividad superiores a 0.9 como inhibidores de la
expresion de TNF-a y con actividad Antiinflamatoria (superiores a 0.6). Estas
proyecciones computacionales complementan la notable actividad anti-psoriasis

observada experimentalmente en el modelo in vivo (Seccion 7.6) sugiriendo que
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tanto el grupo de las naftoquinonas como el de los macrociclos tetrapirrolicos (11-
14) poseen caracteristicas estructurales idoéneas para contribuir, de manera
individual o mediante efectos sinérgicos, a la modulacion de los procesos
inflamatorios y proliferativos de la patologia. Asimismo, la inclusion de los farmacos
de referencia (15-17) funcioné como un control de validacion interna para evaluar la
sensibilidad del espacio predictivo algoritmico, demostrando una correspondencia
robusta entre sus perfiles farmacodinamicos consolidados experimentalmente y las

proyecciones teoricas del modelo.

Por su parte, los macrociclos tetrapirrolicos de feofitinas y feoforbidas (11-14)
exhibieron perfiles predictivos sobresalientes en la induccién de apoptosis y
especialmente como agentes antineoplasicos. Estos resultados tedricos se alinean
con la literatura cientifica, donde se reporta que los derivados de la clorofila,
especificamente la feofitina a (11), actuan como fotosensibilizadores altamente
eficaces en modelos celulares de la piel, induciendo citotoxicidad, autofagia y
muerte celular programada (apoptosis) (Yoon et al., 2014; Saide et al., 2020). En el
contexto de la psoriasis, una patologia caracterizada por la hiperproliferacién
desmedida y la resistencia a la muerte celular en los queratinocitos, la estimulacion
de esta via de apoptosis representa un blanco terapéutico prioritario; de este modo,
la induccién de la muerte celular ordenada promueve la eliminacion controlada del
exceso celular y la consecuente reduccidn de la hiperplasia epidérmica,
minimizando el grosor de las placas cutaneas sin desencadenar cascadas

proinflamatorias secundarias.

Para las cordiaquinonas (8)-(10), el analisis revel6 un perfil distinto, donde la
cordiaquinona C (9) destacd con una alta probabilidad como antineoplasico
(superior a 0.7), superando incluso a los farmacos de referencia, lo cual es
consistente con la citotoxicidad reportada en la literatura para esta familia de
compuestos. Cabe precisar que la aclaracion NPV (No Presenta Valor) en las

columnas de la Tabla 30 indica que el algoritmo de PASS Online procesé las
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estructuras, pero no estimé una probabilidad de actividad relevante para esa

categoria especifica en la estructura evaluada.

Asimismo, se evaluaron los posibles riesgos de toxicidad utilizando la
plataforma PASS Online, mientras que el potencial de sensibilizacion de la piel se

analizé mediante la plataforma NERDD (Tabla 21)

El analisis del potencial de sensibilizacién cutanea revelé un comportamiento
altamente favorable para la mayoria de los metabolitos secundarios evaluados,
clasificandolos como "No sensibilizadores", lo cual constituye un requisito
indispensable para el desarrollo de principios activos de uso topico destinados al

tratamiento de la psoriasis.

Respecto a las predicciones de toxicidad sistémica y efectos adversos
estimadas por PASS Online (Columnas Il a VIl), los derivados de shikonina vy
alkannina (1-7) presentaron valores de probabilidad (Pa) relativamente elevados
para efectos como diarrea, somnolencia, embriotoxicidad y hepatotoxicidad. En un
escenario de administracion sistémica (via oral o parenteral), estos indices
representarian riesgos significativos de toxicidad. No obstante, en el disefio de
agentes terapéuticos dirigidos contra la psoriasis, este riesgo sistémico se
encuentra mitigado al formularse para su entrega a través de via topica. Por su
parte, los macrociclos tetrapirrolicos (11-14) y las cordiaquinonas A (8) y C (9)
exhibieron perfiles de seguridad aceptables, con una prevalencia de rubros sin
toxicidad estimada (NPV) y valores moderados o bajos en categorias clave como
hematotoxicidad y toxicidad. Cabe destacar que el diclofenaco (17), un
antiinflamatorio comercial ampliamente utilizado, reporté probabilidades elevadas
de hepatotoxicidad (Pa = 0.841), somnolencia (P = 0.755) y toxicidad
gastrointestinal (Pa = 0.651), lo cual coincide plenamente con sus efectos adversos
consolidados en la clinica y valida internamente la sensibilidad predictiva del modelo

algoritmico utilizado.
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Tabla 21. Evaluacion de riesgos de toxicidad y potencial de sensibilizacion de la
piel de las moléculas analizadas en el estudio in silico.

Comp. | ! 1] v \" \'/ ViI
(1) No sensibilizador | 0,827 | 0,878 | 0,645 | 0,825 | 0,767 | 0,773
(2) No sensibilizador | 0,803 | 0,825 | 0,627 | 0,743 | 0,637 | 0,624
(3) NPV 0,606 | 0,558 | NPV | 0,747 | NPV | NPV
(4) NPV 0,824 | 0,737 | 0,609 | 0,771 | 0,677 | 0,667
(5) No sensibilizador | 0,827 | 0,878 | 0,645 | 0,825 | 0,767 | 0,773
(6) No sensibilizador | 0,803 | 0,825 | 0,627 | 0,743 | 0,637 | NPV
(7) No sensibilizador | 0,719 | 0,728 | 0,694 | NPV | NPV | NPV
(8) No sensibilizador | 0,386 | NPV | 0,264 | 0,440 | 0,417 | 0,323
9) No sensibilizador | 0,479 | NPV | 0,444 | 0,485 | NPV | 0,429
(10) Sensibilizador 0,383 | NPV | 0,491 | 0,484 | 0,406 | NPV
(11) No sensibilizador NPV | NPV | NPV | NPV | 0,423 | 0,477
(12) No sensibilizador NPV | NPV | NPV | NPV | 0,505 | 0,533
(13) No sensibilizador NPV | NPV | NPV | NPV | 0,263 | 0,374
(14) No sensibilizador NPV | NPV | NPV | NPV | 0,333 | 0,417
(15) No sensibilizador | 0,329 | NPV | NPV | NPV | NPV | 0,265
(16) No sensibilizador | 0,553 | NPV | NPV | NPV | NPV | 0,318
(17) No sensibilizador | 0,646 | 0,755 | 0,544 | 0,841 | 0,717 | 0,651

I.Potencial de sensibilizacion de la piel Il. Diarrea, Ill. Somnolencia, IV. Embriotoxico,
V. Hepatotoxico, VI. Hematotoxico, VII. Toxico, gastrointestinal, NVP=no presentan valores.

Finalmente, se utilizd6 el médulo FAME 3 de la plataforma NERDD para
predecir el sitio de metabolismo mas probable (SoM, por Site of Metabolism). Este
analisis computacional se utilizé para determinar el destino metabdlico inicial de un
compuesto y prever la propension atdbmica a sufrir biotransformaciones de fase I. La
Tabla 22 presenta los datos obtenidos de la plataforma NERDD para predecir el
SoM, en esta tabla se presentan los 7 derivados de shikonina y alkannina, los 3
derivados de cordiaquinonas, asi como las 4 feofitinas analizadas en el estudio in
silico, en los cuales a cada atomo se le asigna una identificacion unica dentro de la
molécula. La tabla se ordena de acuerdo con la probabilidad de SoM asignada por
el modelo (columna “Probability”), por ultimo, la columna “FAMEscore” representa

una métrica del dominio de aplicabilidad que evalua que tan similar es el entorno en
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el conjunto del entrenamiento del modelo, por lo general, un valor superior a 0.6

indica que la prediccién debe estar bien respaldada por el modelo.

Tabla 22. Fame y sitio de metabolismo (SoM)

Comp. Molécula S.M
Atom Probability FAMEscore
\/// cs8 0.44 0.549
) 1] \I L 0.15 0.271 0.533
R AR Y S c3 0.248 0.5
, 20\:@/‘7 ’ C.1 0.248 05
c.12 0.166 0.546
Atom Probability FAMEscore
\/// C.16 0.792 0.452
2) T \1 - Cs8 0.456 0.508
i C3 0.287 0.5
Zs\j/s 1(20 CA 0.287 05
J C.20 0.152 0.517
Atom Probability FAMEscore
\/// C6 0.532 0.516
3) T \| ‘ C.14 0.248 0.477
i c.13 0.248 0.477
Ee C.4 0.168 0.482
o C.20 0.157 0.57
Atom Probability FAMEscore
\/// cs8 0.488 0.498
@ 17 \I C.1 0.44 0.509
i c3 0.284 0.464
2'\;1/‘8\“3/15 C.1 0.284 0.464
0.20 0.2 0.496
Atom Probability FAMEscore
\/// cs8 0.44 0.549
(5) 1] \Z 0.15 0.271 0.533
N C3 0.248 0.5
e C.A 0.248 05
) i C 12 N 1R8A N B4R
(6) Atom Probability FAMEscore
C.16 0.792 0.452
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\/2/, (oX:} 0.456 0.508
7
RN C.3 0.287 0.5
AN C.1 0.287 05
[ A
\z,l,/“\zl‘l/” C.20 0.152 0.517
= Atom Probability | FAMEscore
VA C5 0.392 0.495
RN C.1 0.29 0.481
(7) 23 26 8 5. 3. 1
il %zT \‘T/ NN C.13 0.248 0.484
2‘\‘7/3\‘?\/15 C.12 0.248 0.484
2 C.20 0.16 0.502
Atom Probability FAMEscore
18\ /17
16 1 0.1 0.48 0.92
[ |
(8) i N N N N P N N 0.24 0.44 0.86
J l\ /'l\ /'l 06 0.37 0.86
5
I C3 0.37 0.92
6
C.23 0.33 0.75
Atom Probability FAMEscore
T ) i C.26 0.45 0.77
Y I W v N T e 0.6 0.27 0.89
(9) \23426 GRT 22\23 | I I
! NN C.23 0.25 0.71
I C.25 0.24 0.60
C.29 0.23 0.84
Atom Probability FAMEscore
C.25 0.68 0.82
(10) e e e 0.6 0.34 0.78
0.1 0.29 0.76
C.3 0.25 0.78
C.31 0.22 0.97
Atom Probability FAMEscore
. C.15 0.13 1.00
11 ) c.1 0.13 1.00
( ) 9/\},5\ ?'632/;“‘:22/2/ a1 /4547\’950/ 5 C.8 0.16 0.89
YR e C.64 0.07 0.88
c.7 0.04 0.87
Atom Probability FAMEscore
. C.6 0.13 1.00
12 et C.2 0.13 1.00
(12) P C8 0.16 0.89
YR e C.31 0.07 0.88
c.7 0.04 0.87
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17\16\ 2 Atom Probability | FAMEscore
12o137 192205, s C.15 0.04 0.96
15—11\ | \23 oo 2057
(13) 0= S o C.11 0.10 0.81
Neo w1 C.16 0.13 0.76
/ \ I 33«40 44—45
7NN c.17 0.13 0.76
LI %89 wo® c.22 0.20 0.75
1716 24 Atom Probability FAMEscore
\ |
e v o3 0.04 0.96
(14) }/0514 2322E8’é7/ 30 C.2 0.10 0.81
N wd 7T C.38 0.13 0.76
/N Il 3340 44—45
/7’3\2/‘ §3735;§4‘ A « \ C.39 0.13 0.76
&g % b C.22 0.30 0.75

Para la interpretacion se evalué la probabilidad de iniciar una reaccion catalizada
por enzimas metabdlicas. El analisis sugiere que el sitio de metabolismo mas
probable se localiza en el carbono carbonilico y los carbonos vecinales de los
sustituyentes éster para el caso de los derivados de shikonina y alkannina, asi como
en las regiones metoxiladas y carbonos olefinicos de las cordiaquinonas. Este
resultado es de gran utilidad, ya que orienta el disefio racional de futuros analogos
de shikonina, alkannina y cordiaquinona con el objetivo de modificar la region
metabolicamente inestable y, por lo tanto, aumentar la estabilidad y la vida media

de los candidatos farmacoforicos.

El estudio tedrico in silico realizado sobre los grupos de metabolitos secundarios
mas representativos del género Cordia (derivados de shikonina y alkannina,
cordiaquinonas y feofitina a) permitié evaluar su afinidad predictiva frente a diversos
blancos terapéuticos, sugiriendo nuevos enfoques de estudio. Por un lado, los
valores predictivos obtenidos para los derivados de shikonina y alkannina sugieren
que estas estructuras son candidatas prometedoras para el desarrollo de agentes
terapéuticos debido a su perfil farmacocinético y farmacodinamico, orientado
principalmente a aplicaciones dermatolégicas, antiinflamatorias u oncologicas
(Song, Y., et al., 2023; Sun, Q., et al., 2022; Pandey, P., et al., 2025). Por su parte,
los derivados de cordiaquinonas muestran un perfil bioactivo prometedor como

agentes antimicrobianos, antiinflamatorios y antineoplasicos (Thite, V., et al., 2025;

143



Dongmo Zeukang, R., et al., 2023). Finalmente, la feofitina a y sus derivados
sobresalen por su potencial predictivo en esquemas de fotoproteccion
dermatolégica, asi como en el abordaje de patologias inflamatorias y neoplasicas
(Lin, C.-Y., et al., 2014; Shailaja, V. L., et al., 2019; Poveda Abril, S. P., et al., 2025).
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8. CONCLUSIONES

A partir de 868 g de material vegetal fresco colectado de hojas de Cordia
dentata Poir se obtuvieron 328 g de material seco, mismos que al ser extraidos por
maceracion con metanol resultaron en 48 g de extracto metandlico integro, lo cual

representa un rendimiento del 14.63% con respecto del material vegetal seco.

El extracto metandlico integro de las hojas de Cordia dentata Poir fue
fraccionado mediante procesos cromatograficos permitiendo la obtencion de 14
fracciones, de las cuales se seleccion¢ la fraccion CDDC’-FIV por su antecedente
de actividad antiinflamatoria. A partir de esta fraccion, mediante CCFP, se aislaron
dos muestras denominadas CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B. El analisis
espectroscopico por RMN ('H,3C, HSQC y HMBC), IR y el uso de herramientas de
simulaciones tedricas de espectros, permitid identificar que ambas muestras
CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B contienen mayoritariamente feofitina a, ademas de
diferentes derivados de degradacién por fotosensibilidad. Esto se demostro por la
aparicion de sefnales adicionales de intensidad variable en los espectros de RMN
'Hy de 3C.

En la evaluacion in vivo se determiné que la fraccion CDDC’-FIV y las
muestras CDDC -FIV-A y CDDC’-FIV-B presentaron una actividad anti-psoriasica
altamente significativa al obtener una significancia calculada de p<0.0001 frente al
umbral preestablecido de a = 0.05, se rechazé de forma contundente la hipotesis
nula, demostrando matematicamente su eficacia en la reduccién del edema y la
hiperplasia a las concentraciones ensayadas. La muestra CDDC’-FIV-A fue
identificada como la muestra mas activa del extracto, ya que mostr6é la mayor
potencia anti-psoriasis, con un porcentaje de inhibicién superior al 74%. Esta
muestra supero la respuesta del farmaco de referencia (metotrexato) en las
concentraciones ensayadas, el cual resultd ser estadisticamente no significativo
bajo el régimen de aplicacién tépica evaluado. La evaluacion toxicoldgica preliminar

mediante el bioensayo frente a nauplios de Artemia salina demostré que el extracto
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metandlico integro, las fracciones cromatograficas y las muestras CDDC'-FIV-A 'y
CDDC'-FIV-B poseen una baja toxicidad general, ya que ninguna de las
concentraciones ensayadas alcanzé el 50% de mortalidad tras 24 horas de
exposicion. Estos resultados confirman un perfil favorable que respalda la seguridad

de su aplicacién topica en los modelos evaluados.

Los estudios computacionales in silico a través de las plataformas
Molinspiration, PASS Online y NERDD corroboraron el potencial farmacologico de
los derivados de shikoninas, alkanninas, cordiaquinonas y de feofitinas, en
diferentes perspectivas los cuales cumplen con los criterios de biodisponibilidad
tépica y presentaron alta bioactividad predicha como inhibidores del factor de
necrosis tumoral a (TNF-a)y como agentes antiproliferativos. Este perfil
quimioinformatico sustenta la accidn terapéutica observada in vivo y justifica la
viabilidad de los componentes presentes en CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B
reconociendo que el compuesto mayoritario en ambas muestras corresponde a la
feofitina a y abre el interés para futuras investigaciones orientadas al desarrollo de

terapias anti-psoriasicas.

El estudio fitoquimico y biodirigido realizado permiti¢ aislar componentes del
extracto metandlico integro de Cordia dentata Poir y demostrar su actividad anti-
psoriasis mediante un modelo in vivo, cumpliendo asi el objetivo general planteado.
En conjunto el extracto metandlico integro, la fraccion y las muestras evaluadas
presentaron inhibiciones significativas de edema y dafio tisular auricular y la muestra
CDDC’-FIV-A destac6 como la muestra con la mayor potencia anti-psoriasica. Estos
resultados confirman la hipétesis inicial de que Cordia dentata Poir posee
metabolitos con actividad anti-psoriasis relevante y justifican su potencial como

fuente para el desarrollo de nuevos agentes topicos con aplicaciones terapéuticas.
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9. PERSPECTIVAS

Dada la presencia de uno o varios compuestos adicionales a feofitina a en la
composicion de las muestras CDDC’-FIV-A y CDDC’-FIV-B, y considerando la
fotosensibilidad intrinseca del macrociclo de la feofitina a, se propone optimizar
las condiciones de conservacion e implementar protocolos de aislamiento en
ausencia de luz para minimizar los procesos de foto-oxidacion. Asimismo, se
contempla profundizar en la caracterizacion fitoquimica mediante espectrometria
de masas de alta resolucion para determinar con precision las masas exactas y
los patrones de fragmentacion, considerando optimizar el tiempo de analisis para

disminuir su degradacion.

Se propone la sintesis o semisintesis de analogos estructurales simples basados
en los esqueletos tipo shikonina, alkinina, cordiaquinona y feofitina a con el
propésito de confirmar la identidad estructural de los compuestos aislados y
profundizar en el estudio de la relacion estructura-actividad sobre psoriasis, a fin
de identificar los descriptores moleculares asociados con su potencial

terapéutico.

147



10. ANEXOS
ANEXO A

En este apartado se presentan los datos experimentales obtenidos de los

espectros analizados.

Tabla A. 1. Datos experimentales de IR de CDDC’-FIV-A

CDDC -FIV-A (cm™)

3350 1260
2952 1220
2922 1161
2852 1089
1736 1035
1697 983
1605 896
1540 799
1522 729
1499 669
1456 611
1377 571
1348 538
1297 533

Tabla A. 2.Parametros experimentales espectroscopicos de Resonancia
Magnética Nuclear de Proton (RMN-"H) de CDDC"-FIV-A en CDCls.

oH H | Integral | Mult. J
9.89 1 1 S

9.64 1 1.34 s

9.57 3 2.7 d 15.41
9.44 2 1.96 s

8.62 2 1.98 s

7.94 6 5.58 ddd 4.88,11.64,17.87
7.64 1 0.96 dd 3.35, 5.67
7.45 1 1.02 dd 3.31,5.71
6.29 3 2.68 dd 1.29, 17.81
6.24 6 5.95 m

6.15 6 5.79 m

5.28 3 3.32 m

5.10 5 4.57 m

4.70 2 1.6 d 9.05
4.44 5 4.62 m

4.40 4 4.16 t 6.01
4.24 2 2.28 t 6.74
3.88 11 11.11 d 6.84
3.82 9 8.53 S

3.76 2 2.18 s

3.65 9 9.05 S

3.53 8 8.23 S

3.39 8 7.99 S
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3.35 7 7.31 S

3.25 5 5.41 S

3.20 8 7.99 S

2.43 7 6.7 dt 7.18, 13.43
1.82 8 8.19 t

1.77 6 6.48 d 7.48
1.63 | 20 19.65 td 2.33,7.65
1.57 5 4.83 m

1.51 17 16.87 dd 1.30, 3.28
118 | 224 | 223.71 S

0.80 19 19.35 m

0.78 | 51 50.94 d 6.73
0.73 | 24 23.93 dd 6.53, 8.25

(RMN '3C) de CDDC’-FIV-A en CDCls.

oC (ppm)
211.77 60.39 23.98
171.92 52.36 23.75
143.94 52.18 23.40
141.86 51.90 21.68
141.57 50.39 21.59
137.06 49.53 18.69
135.90 49.25 18.63
129.90 38.79 16.22
127.97 38.33 15.27
122.33 36.23 13.10
116.89 35.62 12.71
116.72 31.74 11.67
103.51 29.02 11.28
96.54 28.68 11.13
64.55 28.35 10.24
63.74 26.94
60.50 26.07

experimental HSQC.

oH 6C OoH 6C

9.89 103.52 3.76 18.69
9.58 103.51 3.65 18.63
9.44 96.54 3.53 51.9
7.94 127.98 3.39 11.14
7.64 127.97 3.35 11.14
7.45 129.9 3.25 10.24
6.3 122.31 3.2 10.24

Tabla A. 3. Parametros experimentales del desplazamiento Quimico de Carbono

Tabla A. 4. Correlaciones Directas 'H-'3C de CDDC -FIV-A obtenidas del espectro
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6.24 63.74 243 30.92
6.15 122.34 1.82 38.78
5.28 127.97 1.77 21.69
5.1 116.89 1.63 16.23
4.7 52.36 1.57 21.69
4.44 49.25 1.51 15.27
4.4 60.5 1.18 28.68
4.24 64.55 0.81 13.09
3.88 52.18 0.78 21.67
3.82 51.9 0.73 18.68

Tabla A. 5. Correlaciones a dos y tres enlaces 'H-"3C de CDDC’-FIV-A obtenidas
del espectro experimental HMIBC.

OH (ppm) | 5C(ppm) | SH (ppm) | 5C(ppm) |SH (ppm) | 5C(ppm) | SH (ppm) | 5C(ppm)
704 135.9 143.92 11.28 49.57
129.9 141.52 135.87 1.57 52.31
7.64 129.9 96.55 143.96 171.95
6.29 127.97 3.88 129.9 3.25 127.98 13.1
' 137.07 122.34 141.57 63.76
103.51 103.51 129.9 151 16.22
171.92 3.82 171.92 127.98 ' 38.27
6.24 137.07 15.26 16.22 141.55
135.9 11.27 39 143.96 116.73
127.96 376 135.9 ' 129.9 28.59
6.15 135.24 ' 143.93 137.06 13.08
171.92 1.18 36.25
5.28 26.08
18.69 171.92 21.7
38.79 15.27 243 60.39
5.1 15.26 365 143.94 3173 26.95
18.63 ' 137.06 ' 38.35
129.24 141.58 0.8 18.65
4.7 31.74 137.08 116.74 31.73
116.72 353 171.91 1.82 35.55 21.58
4.44 171.92 129.91 15.25 38.35
21.69 10.27 23.74 26.95
141.57 129.89 171.93 0.78 21.64
141.57 339 141.55 1.77 50.39 31.73
4.4 116.72 ' 135.91 15.26 16.21
171.92 10.24 18.68
18.68 129.91 163 63.76 073 36.23
4.24 21.59 3.35 141.58 ' 15.24 ' 3173
29.03 135.91 143.91 '
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Tabla A. 6. Datos experimentales de IR de CDDC’-FIV-B

CDDC -FIV-B (cm™)
3374 1159
2953 1100
2922 1049
2852 984
1740 958
1710 904
1620 851
1556 833
1497 796
1456 746
1377 732
1347 672
1260 608
1220 579

Tabla A. 7. Parametros experimentales espectroscopicos de Resonancia
Magnética Nuclear de Proton (RMN-"H) de CDDC -FIV-B en CDCl3

OH (ppm) | H | Integral | Mult. J
9.56 1 1.03 S
9.41 1 0.93 s
8.59 1 0.96 S
7.94 1 1.01 dd 11.56, 17.82
6.23 1 1.00 dd 1.39, 17.76
6.12 1 0.99 dd 1.37, 11.56
5.46 1 0.80 S
5.14 1 0.73 td 1.42,7.20
4.49 2 1.69 p 6.72
4.43 1 1.04 q 7.58
4.10 1 1.11 m
3.66 3 2.63 S
3.63 1 1.16 d 7.63
3.54 3 2.86 S
3.35 3 2.96 S
3.18 3 3.03 S
2.85 1 0.68 ddd [2.70, 5.40, 10.42
2.48 1 0.77 m
2.20 2 2.09 dtt 3.20, 5.29, 15.19
1.84 2 1.69 h 7.50
1.63 4 3.93 t 7.69
1.52 2 1.76 s
142 1 1.25 dg 6.56, 6.48
1.18 15 14.95 s
0.80 9 9.21 m
0.77 12 11.76 d 6.62
0.73 6 5.97 dd 6.57, 8.08
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Tabla A. 8. Parametros experimentales del desplazamiento de Carbono (RMN
13C) de CDDC -FIV-B en CDCls.

oC (ppm)

190.96 60.55 26.19
172.57 52.40 26.07
171.72 50.86 25.72
171.52 49.35 24.00
161.73 38.81 23.86
148.95 38.33 23.75
144 .16 36.37 23.45
141.75 36.30 23.40
141.09 36.24 21.68
136.82 36.08 21.65
135.39 35.63 21.59
135.26 33.39 18.70
130.86 32.68 18.63
128.70 31.74 18.49
128.03 31.61 18.10
126.05 30.91 16.39
121.97 30.57 15.31
116.86 30.13 13.4
106.82 29.02 13.1

103.24 28.68 12.72
96.95 28.34 11.32
92.86 28.11 11.11
87.96 26.94 10.26
75.80 26.41

Tabla A. 9. Correlaciones Directas 'H-"3C de CDDC -FIV-B obtenidas del espectro
experimental HSQC.

OH (ppm) | 5C(ppm) | | 5H (ppm) | 5C(ppm) | |SH (ppm) | 5C(ppm)
9.56 103.13 4.1 50.85 1.52 21.66
9.41 96.81 3.66 11.33 1.42 28.68
8.58 92.77 3.63 18.7 1.19 36.37
7.94 128.03 3.54 52.41 1.19 28.69
6.23 121.97 3.35 11.11 0.81 13.09
6.12 121.97 3.18 10.26 0.77 21.67
5.14 116.86 2.21 30.57 0.73 18.64
4.49 60.54 1.84 38.82
4.43 49.33 1.63 16.39
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Tabla A. 10. Correlaciones a dos y tres enlaces 'H-"3C de CDDC’-FIV-B
obtenidas del espectro experimental HMBC.

OH (ppm)

oC(ppm)

9.56

96.94

OH (ppm)

oC(ppm)

128.07

136.83

144.16

41

172.57

OH (ppm)

oC(ppm)

21.64

30.57

9.41

141.73

135.4

103.26

3.66

128.02

126.05

136.81

1.84

141.14

116.85

15.32

23.39

36.13

8.59

141.09

130.88

49.35

3.54

171.73

11.31

1.63

144.15

18.69

130.86

106.54

7.94

135.4

121.97

130.85

3.35

97.11

130.86

141.1

135.28

1.52

172.58

141.72

116.87

49.35

38.83

6.23

135.27

128.02

6.12

128.02

135.25

5.14

16.38

3.18

16.7

135.37

144.18

1.42

14.73

22.13

169.61

153.74

102.68

60.56

38.8

4.49

141.74

2.48

30.4

1.18

35.64

28.65

21.69

50.84

0.82

30.86

172.58

172.57

116.86

115.55

4.43

171.72

2.2

172.5

23.48

26.91

0.77

30.93

21.69

38.32

26.93

50.84

161.74

30.13

21.66

0.73

35.69

31.76
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ANEXO B
En esta seccion se presentan las figuras de sobreposicién espectral utilizadas

como soporte analitico para el estudio de los esqueletos macrociclicos de las
fracciones obtenidas. Las simulaciones tedricas permiten discriminar las sefales
pertenecientes al esqueleto de la feofitina a de aquellas bandas y picos que

corresponden a los homologos minoritarios 0 componentes co-eluidos de la matriz.
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Figura A. 1. Superposicién del espectro de RMN 'H simulado en MestReNova de
Feofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-A ( )
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Figura A. 2. Superposicion del espectro RMN 'H simulado en MestReNova de
Feofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-B (Azul)
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Figura A. 3. Superposicién del espectro de RMN 'H simulado en MestReNova de
132-Hidroxifeofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC"-FIV-A ( )
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Figura A. 4. Superposicion del espectro RMN 'H simulado en MestReNova de 132-
Hidroxifeofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC’-FIV-B (Azul)
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Figura A. 5. Superposicién del espectro de RMN 'H simulado en MestReNova de
173-Etoxifeoforobida A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC’-FIV-A
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Predicted TH NMR Spectrum
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Figura A. 6. Superposicion del espectro RMN 'H simulado en MestReNova de 173-
Etoxifeoforobida A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-B (Azul)
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Predicted 1H NMR Spectrum
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Figura A. 8. Superposicion del espectro RMN 'H simulado en MestReNova de 132-
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B (Azul)
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Figura A. 9. Superposicién del espectro de RMN '3C simulado en MestReNova de
Feofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-A (Verde)
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Figura A. 10. Superposicion del espectro RMN '3C simulado en MestReNova de
Feofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-B (Azul)
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Figura A. 11. Superposicion del espectro de RMN °C simulado en MestReNova
de 132-Hidroxifeofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC’-FIV-A
(Verde)

159
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Figura A. 12. Superposicion del espectro RMN '3C simulado en MestReNova de
132-Hidroxifeofitina A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC’-FIV-B (Azul)
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Figura A. 13. Superposicion del espectro de RMN '°C simulado en MestReNova
de 173-Etoxifeoforobida A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC’-FIV-A
(Verde)
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Figura A. 14. Superposicion del espectro RMN '3C simulado en MestReNova de
173-Etoxifeoforobida A (Rojo) y el espectro experimental de CDDC -FIV-B (Azul)
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Figura A. 15. Superposicion del espectro de RMN '°C simulado en MestReNova
de 132-hidroxi-173-etoxifeoforbida A (Rojo) y el espectro experimental de
CDDC'-FIV-A (Verde)
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escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

1IU8NLk4a

a
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/xUfI30kuhRsWISdXjeG2r6 YBDMIHNbcn
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