oo
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE O02

MORELOS CENTRO DE
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL INVESTIGACIONES

ESTADO DE MORELOS CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS BIOLAG ICAS

MAESTRIA EN MANE]JO DE RECURSOS NATURALES

EVALUACION DEL PERFIL FITOQUIMICO Y SU
POTENCIAL ANTIDEPRESIVO Y ANTICONVULSIVO
DE Malpighia mexicana A. JUSS SILVESTRE Y
PROPAGADA POR MEDIO DE ESQUEJES

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN MANE]JO
D E
RECURSOS NATURALES

PRESENTA
FRANCELI ITZEL BATALLA MARTINEZ

DIRECTOR DR. DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ
CODIRECTOR DR. DANTE AVILES MONTES

CUERNAVACA, MORELOS JUNIO 2026

- CienciayTecnologia

Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacion










El presente trabajo se realiz6 en:

(')
£ 7,
CIByC

CENTRO DE INVESTIGACION
EN BIODIVERSIDAD
Y CONSERVACION

Centro de investigacion en Biodiversidad
y Conservacién Laboratorio de
Fitoquimica y Productos Naturales
Universidad Auténoma del Estado de
Morelos
Cuernavaca, Motrelos, México.

Centro de Investigacion Biomédica del Sur del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

Departamento de Farmacologia, Fitoquimica y

Microbiologia

Xochitepec, Morelos






AGRADECIMIENTOS

A SECIHTI, por el apoyo brindado en mis estudios de posgrado y en la realizacién de
mi proyecto de investigacion.

Al CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS, por permitirme la
oportunidad de realizar mis estudios de posgrado en la maestria en manejo de recursos

naturales.

Al Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez, por brindarme su apoyo y por formar parte
de mi formacién académica, por todo el apoyo y la confianza que me brindo, asi como
todo el tiempo académico que me ha brindado durante todo el trabajo de investigacion,
muchas gracias doctor por ser un gran profesor y ejemplo académico para seguir, Doctor

David, muchas gracias.

Al Dr. Dante Avilés Montes, por todo el apoyo que me brindo durante toda mi
formacién académica, asi como por su invaluable apoyo y orientacién durante todo el
desarrollo de este proyecto. Agradezco profundamente el tiempo, la dedicacién y los
conocimientos que comparti6 conmigo a lo largo de este proceso académico. Gracias

por ser un excelente maestro Yy una gran persona.

Al Dr. Manasés Gonzalez Cortazar, por su invaluable apoyo, dedicaciéon y orientacion
que me brindo durante el desarrollo de este proyecto, y durante mi estancia en el
laboratorio, gracias por todo su tiempo, paciencia y ensefianzas, contribuyendo a mi
formacién académica y profesional. Gracias por ser un excelente maestro y una gran

persona Muchas gracias, Doctor.

A la Dra. Maura Téllez Téllez, por su valioso apoyo, orientacioén y disposicion durante
el desarrollo de este proyecto. Agradezco profundamente los conocimientos, consejos y

enseflanzas que compartié6 conmigo. Muchas gracias, Doctora.

Al Dr. Alejandro Zamilpa, director del CIBIS, por brindarme la oportunidad de formar
parte de esta institucion y permitirme desarrollar mi trabajo de investigacion en sus

instalaciones. Muchas gracias, Doctor Zamilpa.



Al CENTRO DE INVESTIGACION EN BIODIVERSIDAD Y
CONSERVACION, por permitirme realizar mi proyecto de investigacién y por ser

parte de mi formacion académica.

A la UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS, por ser una

gran instituciéon y por comprometerse a formar nuevos profesionistas.



DEDICATORIAS

A mi madre Rosa Isela Martinez. Por siempre ayudarme a cumplir mis metas, por
cuidarme y enseflarme siempre ha ser una mejor persona y por estar siempre para mi por

apoyarme a ser mejor cada dia y por todo el carifio que me ha dado te amo mama.

A mi abuelita Maria Rico. Por ser un gran apoyo y por estar siempre para mi, L.a amo

abuelita.

A mis hermanos Moénica Batalla y Irving Batalla. Por ser un gran apoyo por estar ahi
para mi cuando mas los necesito, por apoyarme a cumplir mis metas por siempre darme

amor y compafifa, los amo.

A mi hermana Rubi Batalla. Por siempre apoyarme y escucharme por ser un gran
apoyo para mi por estar cuando mas la necesito, por enseflarme a ser mejor y hacer de

mi mundo un lugar mejor, te amo hermana.

A Irving Rodriguez. Por siempre apoyarme en todo, por estar siempre para mi cuando
lo necesito, por apoyarme siempre ha ser mejor y por todo el carifio que me ha dado, Te

amo.









Indice

1. RESUMEN L. 1
2. INTRODUCCION ...ooovvrrrrissssisiiinssssseness s 5
3. ANTECEDENTES ..ottt 6
3.1 Trastornos de dePresion ...........coooieiiiiiiiiiiiiiiiic e 6
3.2 Tipos de dePreSiOn .......cccoicuiiiiiiiiiiiii i s 7
3.2.1 DePresion MAYOL ......cccuiiiiiiiiiiiiii it 7
3.2.2 Depresion PSICOLICA .....civuiiiiiiiiiiiii it s 7
3.2.3 DHSHIMEA ...eviiniiiiciiciicie e e 8
3.2.4 Depresion perinatal ..........ccoceviviiiiiiiiiiiiiii 8
3.2.5 Depresion mManiaCa ........ccivvuiiiiiiiiiiiii s 8

3.3 FArmacos antidePresivos .......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiicii s 9
3.3.1 MediCAMENLOS ....cuvieuriinriiiiiiiii ettt ettt et e et b bbb e b b e 9
3.3.2 PSICOLEIAPIA ..ccuviiiiiiiiiiiiic s 9

B4 EPIlePSIia...cccuiiiiiiiiiiiiiiiic s 10
3.5 ClaSifiCACION ....coouiiiiiiiiiciiic e e 11
3.6 Tratamiento farmacolOgiCO.........ccocvviiiiiiiiiiiiiiii 11
3.7 Modelos de evaluacion de la actividad antidepresiva.........cccoevveiniiiiniiininiinien, 12
3.7.1 Modelo de Nado Forzado...........ccccuiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 12
3.7.2 Modelo de Suspension por la Cola..........ccoceviiniiniiniininiiniiii 12
3.7.3 Modelo de campo abiertO.........ccccviiiiiiiiiiiiiiiii 13

3.8 Modelos de evaluacion de la actividad anticonvulSiva ..........cccccoeviiiiiiniiiniiii 13
3.8.1 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol ..............c.cocoevveniiniiiininiiicnincce, 13

3.9 Generalidades de la familia Malpighiaceae ............cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinii e 14
3.9.1 Género MalpiQRIa................cccoovuiiiiiiiiiiiiiiiiii 14

3.10 Antecedentes de la planta de eStudio .........cccooeiviiiiiiiiniini 14
3.10.1 Descripcion botanica Malpighia MeXiCana................cccovvevviiiiiniiiiniicnieeiiecciee e 14
3.10.2 Us0s €tNOMEICOS ....cveiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeec e 15
3.10.3 Descripcion botanica y taXOnOMUCA. .......eeiuiiiiiiiiiiiiiiii i 16
3.10.4 DiStribUCION ...c..oviiiiiiiiiiii 16
3.10.5 FitoOQUIMICA.....ueiiiiiiiiiiiiiii i s 17

3.10.6 Fundamentos farmacolO@iCos ..........ccceevuiiiiiiiiiiiiiiiiii 17



3.11 Extraccion de plantas medicinales ..........cccoviiiiiiiiiiniiiniiiii 18

4 JUSTIFTICACION ..c..ooooiveesesiesssssesss s sssse s ssss s sssss st 18
5 PREGUNTA DE INVESTIGACION .....oirrveorrieammereessnsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnssssees 19
6 HIPOTESIS ...oovvvveeesesesiiiiosssseeess st 20
T OBJETIVOS ..o 20
T L GeNErAL....ccoiiiiiiiiiiiiiii e 20
7.2 ESPECIfICOS ..uviiiiiiiiiiiiiiicct s 20

8 MATERIAL Y METODOS ...oooovioiiiiiicimiverreessssssssicmmessesessssssssssmmsmessssessssssssnossssssssssssssssnoee 21
8.1 ALea de €StUAIO .....cvverevieiteicectcecte ettt a et b st bt s bttt st b b st 21
8.2 Colecta e identificacion del material vegetal .............ccooveviiiiiiiiniiiiiiiei e, 21
8.3 Colecta de hojas .......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
8.4 Registro de COLECtaS........cccuiiiiiiiiiiiiiiiici 23
8.5 Colecta y siembra de eSQUEJES ........cceiviiiiiiiiiiiiiiiicii 23
8.6 Obtencion de eSQUEJES .......ccviiviiiiiiiiiiiiiiiii 24
8.7 Obtencion de 108 @XtrACTOS.......ceiviiiriiiniieniieniieiiee ettt aeesaee 28
8.8 Fraccionamiento quimico del extracto de acetona MmEA.............cccocoiiiinniniiinnine, 29
8.9 Cromatografia en placa fina (CCF) ........ccccocivniiiiiniiiiiinic s 29
8.10 Fraccionamiento extracto de Malpighia mexicana MmEA...................c..ccoovvininnnnn, 33
8.11 Cromatografia en capa fina del extracto MmEA ............ccccovviiiiiiiiii, 34
8.12 Fraccionamiento quimico fraccion MmOCIRI15 ...........ccccoviiniiniinii 42
8.13 Cromatografia en capa fina del extracto MmMCIRI15 ............cccoooiiiiiiiiiii, 43
8.14 Fraccionamiento quimico fraccion MmOC2R3............cccovviiiiiiiiiiiinii 46
8.15 Cromatografia en capa fina del extracto de MmMC2R3 ..........cccociiiiiiiiiiininiini, 47
8.16 Cromatografia en placa fina ... 49
8.17 Analisis de HPLC.........c..ccooiiiiiiiiiiiiiciciccc e e 49
8.18 Pruebas farmacolOgiCas .........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 51
8.18.1 INad0 fOrzado ........cocuiiiiiiiiiiiii i 51
8.18.2 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol (PTZ)..........ccccccovviiviiniiniiniiiniininnnnn 52

8.19 Animales de eXperimentaCion ...........cociiiiiiiiiiiiiiii 53
8.20 Analisis eStadiStiCO......c.ccviiiiiiniiiiiiiiiiii 53

9 RESULTADOS ...ttt 54
9.1 Rendimiento del extracto de Malpighia MEXICANA. ................cccoceevieueeciiiiieiieiiiiiieieeien, 54
9.2 Perfil fitoquimico de la especie Malpighia mexiCana..................ccooeevevieeeveininieeennnnnenn, 54

9.2.1 Analisis por cromatografia en capa fina ...........cccooviiiiiinii, 54



9.3 Analisis por cromatografia liquida de alto rendimiento HPLC.................cccovciiniininnnnnn 55

9.4 Obtencion de hojas de Malpighia mexicana en dos municipios de Morelos cada mes a lo

JAr@0 de UM AM0. ...
64
9.7 Analisis FitoquimiCO.........cccovvuiiiiiiiiiiiiiiii 64
10. BIOENSAYOS ...ttt bbb 66
10.1 Evaluacion del potencial antidepresivo del extracto aceténico de esquejes de Malpighia
mexicana (MMEAE) ... 66
10.1.1 Prueba de nado forzado MmMEAE ............ccccooiiiiiiiiiiiiii 66
10.1.2 Prueba de suspension por COla..........ccoccuiiviiiiiiiiiiiiiiiiiii 67
10.1.3Prueba de campo abierto ........cccceviiiiiiiiiiniiiii 68
10.2 Evaluacién del potencial antidepresivo de la fraccion R15...........cccociiiiiiiiiiiiiinnnne, 69
10.2.1 Prueba de nado forzado de la fraccion R15 ..., 69
10.2.2 Prueba de suspension por la cola de la fraccion R15...........ccooiiiiiiiiininiinine, 70
10.2.3 Prueba de campo abierto .........ccocvuiiviiiiiiiiiiiiiiiiic 71
10.2.4 NUmMero de CONVUISIONES ........ccceoviiiiiiiiiiniiiiiiiii s 74
11 DISCUSION .....oovvvrresesssssmmimssenseesssssssissssssse st 75
12 CONCLUSIONES ..ot 80
130 ANEXOS oo 83
14 REFERENCIAS ..ot 84



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Atbol de Malpighia mexicant .........ooeewevcoemeeverceeesversesssesissssssssssssssissssssssssssssss s ssssssss s 15
Figura 2. Distribucion de Malpighia mexicana en MOTELOS .......c.cvvvveieivivininiiiiiririeicicieceieiie e, 17

Figura 3. Muestras de Malpighia mexicana de los municipios de Tlaltizapan y Tepoztlan depositadas

en el hetbatio HUMO -UAEDM ...ttt eeeeeeeeeeeeteeereeereeesetese e eesteseaes st eeeneeeneeesnseseneeeans 22
Figura 4. Colecta de las hojas de Malpighia mexicand .......................ccvveucuiuviniccicininincciiiniicceisiicnnn, 22
Figura 5. Destilacion del @XtraCto ...ttt s 29

Figura 6. Reveladores empleados para la deteccion de flavonoides vy terpenoides
.......................................................................................................................................................................... 29

Figura 7. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 #-hexano-AcOEt ... 36

Figura 8. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 z-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta

.......................................................................................................................................................................... 36
Figura 9. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 #-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 36
Figura 10. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 36
Figura 11. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 #-hexano-AcOEt .......coovvvivnnvivninneniinne. 36

Figura 12. Fase normal eluida en una proporciéon 9:1 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta

.......................................................................................................................................................................... 36
Figura 13. Fase normal eluida en una proporciéon 9:1 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 36
Figura 14. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido ..o 36
Figura 15. Fase normal eluida en una proporcion 8:2 n-hexano-AcOEt ..., 36

Figura 16. Fase normal eluida en una proporciéon 8:2 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta

.......................................................................................................................................................................... 36

Figura 17. Fase normal eluida en una proporciéon 8:2 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 36

Figura 18. Fase normal eluida en una proporciéon 8:2 n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido ..o 36



Figura 19. Fase normal eluida en una proporcion 8:2 #-hexano-AcOEt .......ccevvvnvvivnnineniine, 37

Figura 20. Fase normal eluida en una proporcion 8:2 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta

.......................................................................................................................................................................... 37
Figura 21. Fase normal eluida en una proporcién 8:2 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 37
Figura 22. Fase normal eluida en una proporciéon 8:2 n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido .......ccccoeiiiiiiniiii s 37
Figura 23. Fase normal eluida en una proporcion 7:3 #-hexano-AcOEt ... 37

Figura 24. Fase normal eluida en una proporciéon 7:3 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta
.......................................................................................................................................................................... 37

Figura 25. Fase normal eluida en una proporcién 7:3 n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 37

Figura 26. Fase normal eluida en una proporciéon 7:3 n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
HIALOXIDENZAIACIIAO et ettt ee e e e e e et e e e eeseeaeteaeaeeeseneeesesseeeesnteesmeaeeeseeeesnnes 37

Figura 28. Fase normal eluida en una proporciéon 5:5 #-hexano-AcOEt. Luz UV onda corta
.......................................................................................................................................................................... 37

Figura 29. Fase normal eluida en una proporciéon 5:5 n#-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
.......................................................................................................................................................................... 37

Figura 30. Fase normal eluida en una proporcion 5:5 n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehidO .......couciiiiiiiiiiiiiic s 37

Figura 31. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—
TTLETATIO et ettt et e e et ee e e te e eeeeteeamateeene e e eeaeaeateeen e aesaaaeeeteeeetaeeannteaan et aeaentaeeennaeeaeateeanntesenneaaas 38

JAL@A. 1ottt 38
Figura 34. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol. Revelada con 4-
NIALOXIDENZALACITIAO ettt ettt e e e e e e e e e eeeeeeeaseeeesaeeeesasaeesaseeeesasaeasaneeessaneeesaneees 38
Figura 35. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol..........ccceccviviiiennne. 38

Figura 36. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol. Luz UV onda



Figura 37. Fase normal eluida en una proporciéon 9:1 diclorometano—metanol. Luz UV onda

JAL@A. oottt sttt 38
Figura 38. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehidO.........ccoiuiiiiiiiiiiiiiii s 38
Figura 39. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol.........c.ccceccveviiecnnnne. 39

Figura 40. Fase normal eluida en una proporciéon 9:1 diclorometano—metanol. Luz UV onda

JAL@A. 1ottt 39
Figura 42. Fase normal eluida en una proporcion 9:1 diclorometano—metanol. Revelada con 4-
hidroxXibenzaldehidO......c.c.iuieciiiiieiiiiiiccc e 39
Figura 43. Fase reversa eluida en una proporcion 5:5 HoO—acetonitfilo.........cuvecciviviccniniiciinccnas 39

Figura 44. Fase reversa eluida en una proporcion 5:5 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 51. Fase normal eluida en una proporcion 7:3 n-hexano—AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido. ..o 41

Figura 52. Fase normal eluida en una proporciéon 7:3 n-hexano—AcOEt. Revelada con 4-
AL OXIDENZALACITIAO ettt et ettt e et et e et e e eeeeaeaseeeeseeeeeeasaeeeasaaeesaeaeesaneeassaaeeesaeneas 41

Figura 53. Fase reversa eluida en una proporcion 5:5 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda



Figura 55. Fase reversa eluida en una proporcion 5:5 HoO—-acetonitrilo. Revelada con NP-PEG, luz
UV 008 JALZA. .ottt e e e 41

Figura 56. Fase reversa eluida en una proporciéon 8:2 HrxO-acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 58. Fase reversa eluida en una proporcion 8:2 HxO-acetonitrilo. Revelada con 4-

NI L OXIDENZAIACRTIAO et et e et e e et e e e e e e e eeeeeeeeeeneeeaneeeaneeaseeeaaeesaseseaneeaneneenns 43

Figura 59. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HoxO-acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 61. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HxO-acetonitrilo. Revelada con 4-

N AL OXIDENZAIACRTIAO e+ttt et et e et ee e et e e e e e e e aseeeeeeeeneeeeneeaaneeaneeeaanesaneeeaneesnneenans 43

Figura 62. Fase reversa eluida en una proporcion 8:2 HrxO-acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 67. Fase reversa eluida en una proporcion 3:7 HxO-acetonitrilo. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.......cc.cuiiiiiiiiiiiiii s 44



Figura 72. Fase normal eluida en una proporcion 5:5 n-hexano—AcOEt. Luz UV onda

JAL@A. ottt 45
Figura 73. Fase normal eluida en una proporciéon 5:5 n-hexano—AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido........ccoiiiiiii e 4
5

Figura 74. Fase normal eluida en una proporcion 5:5 n-hexano—AcOEt. Luz UV onda

Figura 76. Fase normal eluida en una proporciéon 5:5 n-hexano—AcOEt. Revelada con 4-
NIALOXIDENZAIAEIIAO .ttt e eeeee e e eee e e eetee s ee e s eaeseseaeeenaeaeenseesensneeanneaneea 45

JALGA. ottt bbb 46
Figura 82. Fase reversa eluida en una proporcion 5:5 HoO-acetonitrilo. Revelada con NP-
PEG b s 46
Figura 83. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HoxO-acetonitrilo. Luz UV onda
0T OO OO 4
7

Figura 85. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HoO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
CETIC Ot et eeeeeee et et eteeeeetaeseeeaeesessaessssaesesasesesasaessasesenasesenseessesaes s asesenasaeesenaetenaseeesanatesaasesesansessnnnsessanresennne 47

Figura 86. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda



Figura 88. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HoO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
0TS 1o OO OO 47

Figura 89. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HoxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 90. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 91. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HrO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
CETICO e uteeeee et e eeeeee e e e e e eeuaesse et e esa et aeseesaesesasesesasaeesanaesenasesenaseeesasaee s seseaasaeesanaesenaneeesanneesaanesessaeeenaneesnneeeennne 48
Figura 92. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 93. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 94. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HrO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
CETICO et eee et e eeeeteeeeeteseeeaeesa et aeseeeaesesasesesasaessasesenasesenaseeesesaessesesenasaeesenaetenaseeesanaeeseasasesnteeennaessnnteesnnns 48
Figura 95. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 96. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda
Figura 97. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HoO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
CETIC Ottt et et eeeeeeeeeeteesee et e esa et aesessaesesasesesasaessaaesesasesenaseessesaes s sesenesaeesenaetenaseeesanaeeseasesessteeeanaessnnreesanne 48

Figura 98. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 99. Fase reversa eluida en una proporcion 7:3 HzxO-acetonitrilo. Luz UV onda

JAL@A. oottt ettt 49
Figura 100. Fase reversa eluida en una proporciéon 7:3 HoO-acetonitrilo. Revelada con sulfato
CEIICO  tuuitinitet ettt ettt ettt s et e st et b e st ea b s e e h sttt en et e b e s 49
Figura 101. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmCIR13.......ccocciiiviiinnne. 50
Figura 102. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmCIR15........ccoceiiiniiinnnne. 50
Figura 103. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmCIR16........cccovccciiviiinnnnne. 50
Figura 104. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmCIR1 7. 51

Figura 105. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmC1R18 en el cual se muestra
la presencia de compuestos del tipo flavonoide.........eeueiieeieiiiinicniniecc e 51

Figura 106. Ratones albinos machos (Mus musculus cepa CD-=1) c.oovivivvveviniviviiciiiciiiccciceccee, 53



Figura 107. Placa cromatografica, fase normal y fase reversa del extracto acetonico de Malpighia
mexcicana (MM c...c.ouiuiiiiiiicceni ettt sttt et sttt sttt et se s s 55

Figura 108. Cromatograma de HPLC correspondientes al extracto acetonico de Malpighia mexicana
en una longitud de onda de 310 nm el cual muestra la presencia de compuestos de tipo
LI OLICO ettt e et ee e e e e e et e e e e e ee e e et teeeatae e e e ae et tae e nte e e taaeantteea e eeantaassaaneeeaananeeas 56

Figura 109. Cromatograma de HPLC correspondientes a la fraccion R15 en una longitud de onda
de 310 nm, el cual muestra la presencia del compuesto 1 correspondiente al acido cumarico y el
compuesto 2 correspondiente al kaempferol.........covviiiiiiiiniiiiiii e 57

Figura 110. Cromatograma de HPLC correspondientes a la fraccion MmC2R5 en el cual se muestra
la presencia de kaempferol de acuerdo con su tiempo de retencion de 19.477.......ccvvveviviivccnciennee. 57

Figura 111. Cromatogramas de HPLC del extracto en acetona de MmAE, R15 y kaempferol,
registrados a 300 NMm, ¥ €SPECLIOs UV ..ot et 58

Figura 112. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmC3R3 observado a una
longitud de onda de 310 nm en el cual muestra la presencia del pico (1) correspondiente al acido
CUIMIATICO tuvveeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeseateesessassaetessaesestesssssassaesessnssnseaessansneesesssasastesssasseaesessnssestessssssseaessssnsssssesessessnseees 59

Figura 113. Cromatogramas de HPLC del extracto en acetona de MmAE, R15 y acido cumarico,
registrados a 310 nm, y el espectro UV del compuesto L. 60

Figura 114. Espectro de resonancia magnética nuclear del kaempferol (2): A (13C RMN, 500 MHz,

acetona-do6), B (1H RMN, 400 MHz, MeOH-d4) ..o 601
Figura 115. Espectro de masas del kaempferol (2) ..o 62
Figura 116. 1. Acido cumarico. 2. KaemMPFErol.........omvvvvermmrsivvessnssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssns 63

Figura 117. Curva de calibraciéon del acido cumarico. Coeficiente de correlacion de
R2T0.9988. ..ot e et et e e e e e e e ae e aaeesaeeesaneeaseeeaee s aeesatee st e e e eeneteeneeeaneasareeaneeesnneeenneeens 63

Figura 118. Curva de calibracion del kaempferol. Coeficiente de correlacion de
R2T0.998 0 et e et et e e e et e e se e e e eeeseeeesenee et e et e st e et ae st eenaeeen et e anteeane e st ene e eenneeenneeans 64

Figura 119. Efecto de la administracién oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de nado forzado. *** = p < 0.001
con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media + D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo
(100 uL./10 g); IMI, clothidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 pl./10 g); MmEARE

Extracto acetonico de los esquejes (50 y 200 ME/KE) w.vuvvrervevniueiieinincierneieineieiiseisieeseesseseseesesenseaesnnaes 67

Figura 120. Efecto de la administracion oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
numero total de cruces de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de suspension por la cola. * = p
< 0.001 con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media = D.E.) con »= 8. Veh,
vehiculo (100 pl./10 g); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 ul./10 g);
MmEAE Extracto aceténico de los esquejes (50 y 200 ME/KE) .vuevveeirrecencereeceneereineeeneneeeeseneeeseanens 68



Figura 121. Efecto de la administracion oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
namero total de cruces de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de campo abierto. * = p < 0.001
con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media £ D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo
(100 uL./10 g); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 uL./10 g); MmEAE
Extracto aceténico de los esquejes (50 7 200 ME/KE) .vuvvuruevrrverierniieriernereeiernenseiessesseseesessessesessesessessens 69

Figura 122. Curvas de supervivencia estimadas mediante el método de Kaplan-Meier en el modelo
de convulsiones agudas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). Los animales fueron pretratados con
vehiculo (barra negra), diazepam (DZP, 1 mg/kg; batra roja) o extracto MmEAE (50 mg/kg, barra
amatilla; 200 mg/kg, barra verde) antes de la administracién de PTZ. El grupo tratado con vehiculo
present6 una rapida aparicion de las convulsiones y una mediana de supervivencia de 285 s. En
contraste, los animales tratados con DZP o con MmEAE (50 mg/kg) sobrevivieron durante todo el
periodo de observacion, por lo que no fue posible estimar la mediana de supervivencia en estos
grupos. Las areas sombreadas corresponden a los intervalos de confianza del 95%. El analisis
mediante la prueba de Log-rank revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados y el grupo
vehiculo (x> = 17.0; p < 0.001). Se evaluaron ocho animales por grupo (7=18) ............ccvcvvee 70

Figura 123. Efecto de la administracion oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de nado forzado. * = p < 0.001 con ANOVA
unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media + D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo (100 ul./10
2); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fracciéon R15 (50 y 200 mg/kg) ...cvvevreerveenncenee 73

Figura 124. Efecto de la administraciéon oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de suspension por la cola. * = p < 0.001 con
ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media + D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo
(100 ul./10 g); IMI, clothidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fraccion R15 (50 y 200 mg/kg)

Figura 125. Efecto de la administracion oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de campo abierto. * = p < 0.001 con ANOVA
unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media £ D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo (100 pL/10
2); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fraccién R15 (50 y 200 mg/Kg) ...coveuvvcevereucnnes 75

Figura 126. Curvas de supervivencia estimadas mediante el método de Kaplan-Meier en el modelo
de convulsiones agudas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). Los animales fueron pretratados con
vehiculo (barra negra), diazepam (DZP, 1 mg/kg; barra roja) o extracto R15 (50 mg/kg, barra
amatrilla; 200 mg/kg, barra verde) antes de la administracién de PTZ. El grupo tratado con vehiculo
present6 una rapida apariciéon de las convulsiones y una mediana de supervivencia de 277 s. En
contraste, los animales tratados con DZP o con R15 (50 y 200 mg/kg) sobrevivieron durante todo
el periodo de observacién, por lo que no fue posible estimar la mediana de supervivencia en estos
grupos. Las areas sombreadas corresponden a los intervalos de confianza del 95%. El analisis
mediante la prueba de Log-rank revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados y el grupo
vehiculo (x* = 17.0; p < 0.001). Se evaluaron ocho animales por grupo (7= 8) ......cccccevevvcrerrcucnnnne 77



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Registro de colecta €n 10S 2 MUNICIPIOS.....civuiieieiriniiiiieiriiiee sttt ses e ene 23
Tabla 2. Registro de colectas eStacionales........cvuvivieveiieiniiininiiiiesciiiien e 24
Tabla 3. Monitoreo primera siembra de ESQUEJES.....cuuririuiiririeiiiiiiiiee st e 25
Tabla 4. Monitoreo segunda colecta siembra de ESQUEJES.....uiuiuiveiiivieiiiriiieieirice e 26
Tabla 5. Monitoreo tercera siembra de ESQUEJES......covuriiuiiiniiiiieiiiieet s e 27
Tabla 6. Monitoreo cuarta siembra de ESQUEIES......cvvuuiieiiririeirieeriiieerere ettt ses s ene 28
Tabla 7. Fraccionamiento quimico de MmEA. ... 34

Tabla 8. Fraccionamiento quimico de MMCTRT5. ..o e 42
Tabla 9. Fraccionamiento quimico de la fraccion MmMC2R5.........ooviiiiviviiiiniciiicese e 46
Tabla 10. Areas bajo la curva (AUC) y concentraciones del compuesto 1 a 310 nm y del compuesto
22360 nm en MMAE 7 RIS ittt s e 063
Tabla 11. Re@IStIO de COLECAS....uuiumiiniiieinininieciirirtcec ettt e

Tabla 12. Registro de la presencia de un compuesto fenélico, del acido cumarico y kaempferol en las
diStintas lOCAHAAAES ....vuvuiuieieieiiiiiicciciccetct et st 65

Tabla 13. Efectos de los tratamientos sobre la incidencia y la latencia de las crisis convulsivas en el
modelo experimental de
PENUIENTEIAZOL.....eiiiiiiiiiii s s s s 72

Tabla 14. Analisis de supervivencia estimado mediante el método de Kaplan-Meier y comparacion
de las curvas de supervivencia mediante la prueba de Log-rank entre los grupos experimentales y el
grupo control en el modelo de convulsiones inducidas por
PENUIENTEIAZOL.....eiiiiiiiiiici s s s 76

Tabla 15. Efectos de los tratamientos sobre la incidencia y la latencia de las crisis convulsivas en el
modelo experimental de pentilentetrazol........cooviiiiiiiiiiiiniiiic






1. RESUMEN

Malpighia mexicana A. Juss. es una especie vegetal utilizada en la medicina tradicional mexicana para
el tratamiento de padecimientos relacionados con el sistema nervioso central; sin embargo, existe
limitada evidencia cientifica sobre sus propiedades neurofarmacoldgicas y sobre estrategias
sustentables para su aprovechamiento. En el presente estudio se evalud la propagacion vegetativa
mediante esquejes de M. mexicana, asi como la actividad antidepresiva y anticonvulsiva del extracto
acetonico obtenido de plantas propagadas vegetativamente (MmEAE) y de la fracciéon R15 obtenida

del extracto acetonico de hojas silvestres.

La propagacion de la especie se realizé mediante esquejes tratados con acido indolbutirico (AIB),
evaluandose posteriormente la produccion de metabolitos secundarios en colectas estacionales. El
analisis fitoquimico se llevé a cabo mediante cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) y resonancia magnética nuclear (RMN), identificandose la presencia de

compuestos fendlicos y flavonoides, entre ellos acido cumarico y kaempferol de una fraccién R15.

La actividad antidepresiva se determiné empleando los modelos murinos de nado forzado y
suspension por la cola en ratones CD-1 machos, utilizando imipramina como control positivo.
Adicionalmente, se realizé la prueba de campo abierto para descartar alteraciones en la actividad
locomotora. Los resultados mostraron que MmEAE y la fraccion R15 disminuyeron
significativamente el tiempo de inmovilidad en ambos modelos conductuales, particularmente a
dosis de 50 y 200 mg/kg, presentando efectos comparables al firmaco de referencia. En la prueba
de campo abierto no se observaron diferencias significativas en el numero de cruces totales,

indicando que el efecto observado no estuvo asociado con estimulacién locomotora inespecifica.

La actividad anticonvulsiva se evalu6 mediante el modelo de convulsiones inducidas con
pentilentetrazol (PTZ). El extracto MmEAE redujo significativamente la frecuencia de convulsiones
tonicas y aumento la supervivencia de los animales experimentales, observandose un efecto protector
destacado a la dosis de 50 mg/kg. De manera similar, la fraccién R15 mostré disminucién en la

incidencia de convulsiones tonicas y aumento en la latencia convulsiva.

Los resultados obtenidos demuestran que M. mexicana posee metabolitos bioactivos con potencial

antidepresivo y anticonvulsivo, posiblemente relacionados con la presencia de flavonoides y
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compuestos fenolicos. Asimismo, se comprobd que la propagacion vegetativa mediante esquejes
permite conservar la capacidad biosintética y farmacologica de la especie, constituyendo una
estrategia sustentable para su conservacién y aprovechamiento. Este trabajo aporta evidencia
cientifica que respalda el uso tradicional de M. mexicana y establece bases para futuras investigaciones
orientadas al aislamiento de compuestos activos y al desarrollo de fitomedicamentos con aplicacion

en trastornos neuroldgicos.



ABSTRACT

Malpighia mexicana A. Juss. is a plant species traditionally used in Mexican folk medicine for the
treatment of disorders related to the central nervous system; however, scientific evidence regarding
its neuropharmacological properties and sustainable propagation strategies remains limited. The
present study evaluated the vegetative propagation of M. mexicana through cuttings, as well as the
antidepressant-like and anticonvulsant activities of the acetonic extract obtained from vegetatively

propagated plants (MmEAE) and the R15 fraction obtained from the acetonic extract of wild leaves.

Plant propagation was carried out using cuttings treated with indole-3-butyric acid (IBA), followed
by the evaluation of secondary metabolite production during seasonal collections. Phytochemical
analyses were performed by thin-layer chromatography (TLC), high-performance liquid
chromatography (HPLC), and nuclear magnetic resonance (NMR), revealing the presence of
phenolic compounds and flavonoids, including p-coumaric acid and kaempferol was identified in

fraction R15.

Antidepressant-like activity was evaluated using the forced swimming test and tail suspension test in
male CD-1 mice, with imipramine used as the positive control. Additionally, the open field test was
conducted to rule out nonspecific alterations in locomotor activity. The results showed that
MmEAE and fraction R15 significantly decreased immobility time in both behavioral models,
particulatly at doses of 50 and 200 mg/kg, exhibiting effects comparable to the reference drug. In
the open field test, no significant differences were observed in the total number of crossings,

indicating that the observed effects were not associated with nonspecific locomotor stimulation.

Anticonvulsant activity was assessed using the pentylenetetrazole- (PTZ-) induced seizure model.
MmEAE significantly reduced the frequency of tonic seizures and increased animal survival, with
the most pronounced protective effect observed at the dose of 50 mg/kg. Similatly, fraction R15

reduced the incidence of tonic seizures and increased seizure latency.

These findings demonstrate that M. mexicana contains bioactive metabolites with potential
antidepressant-like and anticonvulsant properties, possibly associated with the presence of

flavonoids and phenolic compounds. Furthermore, vegetative propagation through cuttings was



shown to preserve both the biosynthetic capacity and pharmacological activity of the species,
representing a sustainable strategy for its conservation and utilization. This study provides scientific
evidence supporting the traditional use of M. mexicana and establishes a basis for future research
focused on the isolation of active compounds and the development of phytomedicines for

neurological disorders.



Capitulo 1
2. INTRODUCCION

Actualmente en México el uso de las plantas medicinales constituye un recurso valioso en el sistema
de salud de los paises en desarrollo (Guzman, 2017). La OMS menciona que, en los paises en
desarrollo, el 80% de la poblacién depende de la medicina tradicional para solucionar sus necesidades
de atencion primaria de salud, los cuales implican el uso de extractos de plantas medicinales o sus
principios activos (Tran et al., 2020). Entre los paises megadiversos, se encuentra México que cuenta
con 25 mil especies de plantas (Jiménez, 2014), sin embargo, las actividades agricolas, la
contaminacion, el deterioro y la destruccion de ecosistemas, asi como la extraccion de plantas en
poblaciones naturales esta teniendo un impacto negativo sobre varias especies vegetales (Martinez
Meyer, 2014), actualmente su extraccion es uno de los primeros factores responsables sobre su
extincion, debido al conocimiento tradicional por parte de los pobladores locales al utilizatlas como
remedios caseros (Naranjo y Dirzo, 2009). Por lo que es importante cultivar plantas medicinales para
apoyar a su conservacion y su aprovechamiento como un recurso natural sostenible (INIFAP, 2022).
La familia Malpighiaceae ha sido ampliamente estudiada desde el punto de vista farmacolégico, esta
familia esta integrada por 66 géneros y 1,200 especies (Dorado et al., 2005), las cuales se distribuyen
en Chiapas, Durango, Estado de México, Guertero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla y
Yucatan. En Morelos la especie Malpighia mexicana se encuentra distribuida en los municipios de
Cuernavaca, Tepoztlan, Tlayacapan, Temixco, Xochitepec, Zacatepec, Jojutla, Puente de Ixtla,
Tlaquiltenango, Tepalcingo y Zacualpan (HUMO, 2023). Se ha demostrado que especies de esta
familia botanica producen compuestos quimicos los cuales son capaces de ejercer efectos
anticonvulsivos y antidepresivos, los cuales son efectos depresores del sistema nervioso. Tal es el
caso de Galphimia glanca, se demostrd que los compuestos que produce son capaces de inducir efecto
antidepresivo, ansiolitico, anticonvulsivo y sedante (Tortoriello y Lozoya, 1992; Huerta-Reyes et al.,
2013). Al igual se reporta que un extracto metanolico de las partes aéreas de Heteropterys brachiata tiene
efecto anticonvulsivo, antidepresivo y ansiolitico (Huerta, 2013). En la literatura etnomédica se ha
reportado el uso de Malpighia mexicana en el estado de Morelos para tratar el empacho, diarrea y la
disenterfa y también se usa para desinfectar heridas (BDMTM, 2009). De forma cientifica se

demostré que un extracto metanodlico de las partes aéreas de Malpighia mexicana (Malpighiaceae)



presentd efectos ansiolitico y sedante (Diaz, 2021). Maldonado (2017) menciona que la propagacion
vegetativa es una herramienta que nos permite conservar totalmente las caracteristicas distintivas de
las plantas, y el uso de estacas es un método tradicional de propagacién que promueve la
multiplicacién de plantas manteniendo las caracteristicas deseables, permitiéndonos obtener mejores
plantas con una mayor calidad y a un menor costo con las caracteristicas deseables especificas. El
objetivo de este proyecto es realizar a lo largo de un afio la caracterizacion fitoquimica, la evaluacion
antidepresiva y anticonvulsiva de Malpighia mexicana A. Juss. silvestre y propagada por medio de

esquejes.

Capitulo 2
3. ANTECEDENTES

3.1 Trastornos de depresion

La depresion es un trastorno que afecta el estado de animo causando sentimientos de tristeza
constante, dificultad para concentrarse, la perdida de interés en actividades y en casos mas graves
ideas suicidas, la depresion también es conocida como trastorno depresivo mayor o depresion clinica,
esta afecta principalmente los sentimientos, pensamientos y el comportamiento de las personas,
ademas sabemos que gran parte de las personas se han sentido deprimidas o tristes en algin
momento de su vida, sin embargo estos sentimientos suelen pasar en poco tiempo al contrario de la
depresion que esta puede causar sintomas graves que afectan el como se sienten, piensan y el como
llevan su vida diaria las personas (Institutos Nacionales de la Salud 2021). Ademas, algunas veces la
depresion se vuelve intensa y puede durar largos periodos de tiempo incluso puede llegar a durar

varios afos.

Algunas veces los sintomas de la depresion pueden ser causados por desérdenes fisicos o incluso
por alguna enfermedad ya que esta puede ocurrir a causa de algunas enfermedades tales como la
diabetes, Cancer, enfermedades cardiacas o por dolor crénico, ademas de que la depresion puede
empeorar estos problemas de salud, ya que algunos de los medicamentos que toman para tratar estas
enfermedades pueden ocasionar efectos secundarios que pueden contribuir a los sintomas de la

depresion (Institutos Nacionales de la Salud 2021). Para diagnosticar la depresion es necesatio acudir



con un especialista debido a que se debe de evaluar el estado en que se encuentra el paciente,
comunmente para el diagnéstico clinico de la depresion se requiere la presencia de varios sintomas
como la irritabilidad, trastornos de suefio, cambios en el peso, falta de concentracion entre otros, al

igual se debe revisar el historial médico y realizar otros métodos para detectar este trastorno

(Castagné V, Moser P, 2009).

3.2 Tipos de depresion

La depresion es uno de los trastornos que afectan el estado de animo, nuestra interaccion social y
otros aspectos de nuestra vida diaria, sin embargo, esto depende particularmente del tipo de trastorno
depresivo que esté presente ya que no todos presentan la misma sintomatologia, aunque suelen ser
muy similares, sin embargo, los trastornos depresivos se clasifican de la siguiente manera (Institutos

Nacionales de la Salud 2021, Benazzi, F. 2000).

3.2.1 Depresion mayor

Es uno de los trastornos depresivos mas grabes ya que es uno en los que se presenta un mayor
numero de sintomas ademas de que este se presenta la mayor parte del tiempo. Las personas que
sufren este tipo de trastorno experimentan periodos de estado de animo normal entre los periodos
depresivos que suelen durar meses e incluso afos, estos periodos de depresion se caracterizan por
sintomas como perdida de interés en actividades diarias, disminucién del apetito, dificultad para
concentrarse, perdida o aumento de peso y pensamientos suicidas (Kandel et al., 2001, Benazzi, F.

2000).
3.2.2 Depresion psicotica

La depresion psicotica es un subtipo de depresion mayor esta se caracteriza cuando algun trastorno
depresivo severo incluye algun tipo de psicosis, este trastorno se caracteriza por sintomas psicoticos

como alucinaciones o delirios estos generalmente alteran el modo en el que percibe la realidad

(Benazzi, F. 20006).



3.2.3 Distimia

La distimia o el trastorno depresivo persistente es similar a la depresiéon mayor a diferencia de esta
sus sintomas son menos graves, aunque esta puede durar mas tiempo, es comun que las personas
con este trastorno presenten episodios de depresion mayor, aunque las crisis que sufren las personas
con distimia pueden durar hasta 2 afios lo que caracteriza este trastorno es que el paciente se siente
depresivo durante mas tiempo del dia y suele suceder durante varios dias seguidos. Aunque la
distimia suela ser menos grave, algunas personas también pueden sufrir episodios severos de
depresion en algin momento de su vida (Klein, D.N, 20006). algunos de los sintomas que sufren las
personas con este trastorno son: la pérdida o el aumento de apetito, fatiga o falta de energia,

insomnio, baja autoestima, dificultad para concentrarse o para tomar decisiones (NIMH, 2010).
3.2.4 Depresion perinatal

La depresion perinatal o posparto se caracteriza porque suele ocurrir dentro de los primeros 3 meses
después del parto sin embargo también se puede presentar hasta un afio después de que la mujer
haya dado a luz, aproximadamente entre el 10 y 15% de las mujeres experimentan depresion tras dar
a luz esto se debe a los cambios fisicos, emocionales y hormonales por los que pasan las mujeres
después del parto (Benazzi, F. 2006), aunque los sintomas no siempre son graves de igual manera
pueden presentar algunos de los sintomas mas comunes de la depresion aunque no suelen

prolongarse mas de unos meses.

3.2.5 Depresion maniaca

Este trastorno también es conocido como trastorno bipolar y se caracteriza porque se combinan
sintomas depresivos con estados de mania, ya que las personas con este trastorno suelen pasar de un
estado depresivo a la euforia con bastante rapidez, algunos de los episodios maniacos que suelen
sufrir las personas con este trastorno son estado de animo irritable o exaltado, estos suelen durar
aproximadamente una semana y algunos de los sintomas son hiperactividad, actos impulsivos,
problemas para dormir, sentimientos de tristeza persistentes, pensamientos suicidas o intentos de
suicidio, molestias fisicas como dolor de cabeza, estomago o fatiga y en casos mas grabes delirios y
alucinaciones debido a estos sintomas es importante su rapido diagnéstico (NIMH, 2015, Institutos

Nacionales de la Salud 2021, Manji et al., 2001).



3.3 Farmacos antidepresivos

La depresion es una enfermedad que no debe tomarse a la ligera ya que no suele mejorar de un dia
a otro, ademas de que suele requerir tratamiento a largo plazo. Generalmente la depresion se suele
tratar con medicamentos, psicoterapia o ambos, el tipo de tratamiento que se requiera va a depender
del tipo de depresion que esté presente sin embargo si el tratamiento no funciona adecuadamente y
no disminuyen los sintomas se pueden utilizar terapias de estimulacién cerebral, el tratamiento va a
depender de las necesidades y en la situacion de salud del paciente sin embargo no siempre funcionan
adecuada mente por lo que es necesario intentar diferentes medicamentos para saber cual funciona
mejor ya que sila depresion no es tratada puede empeorar y durar mas tiempo causando sufrimientos

innecesarios ya que sin el tratamiento adecuado las personas con este trastorno no se recuperan por

completo (Institutos Nacionales de la Salud 2021, The Cleveland Clinic 2005).

3.3.1 Medicamentos

Para tratar la depresion se utilizan generalmente los antidepresivos sin embargo estos no siempre
funcionan adecuadamente ya que se debe dejar pasar cierto tiempo por lo general entre 4 y 8 semanas
si bien suelen mejorar otros sintomas como problemas para dormir o los problemas para
concentrarse antes de que mejore el estado de animo, sin embargo, estos medicamentos pueden ser
ineficientes y se tendrfa que evaluar el estado del paciente nuevamente para probar con otro tipo de
antidepresivo. Sin embargo, la depresion puede ser resistente esto pasa cuando se utilizan mas de
dos medicamentos antidepresivos y ninguno de estos funciona, en estos casos se puede utilizar algin

medicamento a la par con el antidepresivo como un medicamento antipsicotico o anticonvulsivo

(Jaume Guinot 2021).

3.3.2 Psicoterapia

La psicoterapia tamba caboonocida como terapia de dialogo o consejera se utiliza para tratar a
personas con depresion esta les ayuda a tener nuevas formas de pensamientos a cambiar sus habitos

para que estos no contribuyan a la depresion, esto consiste en que una persona experta en el tema
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es el encargado de llevar acabo las sesiones de psicoterapia esto puede hacerse personalmente o en
grupos, la finalidad de la psicoterapia es ayudar a los pacientes a mejorar su estado de animo asi
como la manera en la que se comunican para establecer redes de apoyo esto con el fin de ayudar a
sobrellevar las crisis de depresion u otros problemas que puedan empeorarla sin embargo esta no
siempre es eficiente y se necesita recurrir a algin otro tratamiento como los antidepresivos. Algunas
de las psicoterapias mas utilizadas para tratar la depresion son la terapia cognitivo-conductual y la

terapia interpersonal (Jaume Guinot 2021).

Terapia cognitivo-conductual es utilizada para que las personas con depresion aprendan a desafiar y
cambiar patrones de conducta y de pensamientos que generen depresion esto con el fin de mejorar

sentimientos de depresion o ansiedad.

Terapia interpersonal esta se utiliza en el caso de acontecimientos mas personales y de su vida que

estén generando algun problema con el estado de animo de las personas.

3.4 Epilepsia

La epilepsia es una enfermedad neurologica que se distingue por la presencia de crisis o ataques
epilépticos esto se debe a descargas neuronales desordenadas y excesivas en algin sitio del cerebro
estas suelen ser recurrentes y se caracterizan por breves movimientos involuntarios, la sintomatologia
va a variar de una persona a otra ademas de que el tipo de crisis epiléptica que presenten las personas
va a depender de la parte del cerebro que se vea afectada en algunos casos se puede identificar la
lesion del cerebro con una tomografia (Secretaria de Salud, 2015). Estas crisis suelen durar algunos
segundos o minutos después de esto el cerebro funciona con normalidad, estas pueden involucrar
alguna parte del cuerpo o las cuatro extremidades, ademas de producir un exceso de saliva, dilatacién
de pupilas y dificultad para respirar y en algunas ocasiones las personas pueden perder la conciencia
(OMS 2020). La epilepsia es una enfermedad cronica que afecta a las personas sin importar su edad
sin embargo es mas frecuente en nifios y adolescentes donde se presenta en el 75% de los casos.
Esta enfermedad es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes ya que afecta a mas de 50

millones de personas en todo el mundo (OMS, 2020) y en México se reportan alrededor de 2 millones
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de personas con este trastorno, ademas de que el riesgo de muerte prematura en personas que sufren

epilepsia es tres veces mayor en toda la poblaciéon (OMS 2020).

3.5 Clasificacion

LLa clasificacion de la epilepsia se divide dependiendo del tipo de crisis y de los sintomas del paciente,
estas se dividen en tres tipos de crisis la primera de inicio focal, la segunda de inicio generalizado y

la tercera de origen desconocido (Reséndiz-Aparicio, 2023).

Las crisis focales se clasifican en aquellas que tienen perdida o no de conciencia, esta se origina en
redes limitadas dentro de un hemisferio es decir que solo afectan a un area del cerebro la descarga
de estas comienza en una zona en concreto del cerebro y esta puede ser ampliamente distribuidas al

resto de la corteza cerebral (Reséndiz-Aparicio, 2023).

Las crisis generalizadas estas se originan en un punto en concreto con una amplia y rapida
participaciéon de redes distribuidas bilateralmente, estas afectan ambos lados del cerebro y

generalmente provocan la pérdida del conocimiento (Reséndiz-Aparicio, 2023).

Las crisis de inicio desconocido estas no se pueden clasificar ya que no se sabe si su inicio es focal o

generalizado por eso son conocidas como inicio desconocido (Reséndiz-Aparicio, 2023).

Los pacientes con epilepsia pueden tener los dos tipos de crisis focales o generalizadas y los sintomas
temporales que pueden causar estas crisis son la pérdida del conocimiento o de conciencia y cambios
en el estado de animo seguido de movimientos bruscos de las extremidades (Centro Nacional para

la Prevenciéon de Enfermedades Crénicas y Promocién de la Salud, 2018).

3.6 Tratamiento farmacologico

Entre los trastornos mas comunes para tratar la epilepsia estan los medicamentos o la cirugfa.
Medicamentos: los medicamentos anticonvulsivos ayudan a reducir el nimero de convulsiones en el
cerebro dependiendo que tan frecuente sean, para esto, un médico cambia la cantidad del
medicamento o de ser necesario debera cambiarlo, los medicamentos funcionan en dos de cada tres

personas con epilepsia.
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Cirugfa: cuando las convulsiones son focales es decir que solo provienen de una parte del cerebro,
una cirugia podria evitar convulsiones futuras o se puede hacer mas facil el controlarlas con los
medicamentos. Estas cirugias son mas comunes si el origen de la epilepsia proviene del 16bulo

temporal del cerebro.

3.7 Modelos de evaluacion de la actividad antidepresiva

3.7.1 Modelo De Nado Forzado

El modelo de nado forzado se emplea para evaluar el efecto antidepresivo que pueden presentar
diferentes extractos, fracciones o compuestos puros, este método lo propuso Porsolt en 1977. De
acuerdo con revisiones en las bases de datos de informacién biomédica, este modelo es posiblemente
el mas empleado en la farmacologia experimental como un primer tamizaje en la busqueda de
sustancias con potencial antidepresivo de compuestos nuevos (McArthur y Borsino, 2006) o
extractos y fracciones de plantas medicinales (Zhang, 2004). El parametro mas relevante en este
modelo es el tiempo de inmovilidad de los animales cuando son sometidos a una prueba de nado.
Se ha evidenciado que los farmacos antidepresivos disminuyen la duracién del periodo de movilidad.
De tal forma que, el modelo de nado forzado es una prueba farmacolégica experimentalmente valida
en busqueda de sustancias de origen vegetal que pudieran tener eficacia antidepresiva. Este modelo
es sensible a los farmacos triciclicos, inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO),
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), cada uno de los cuales muestran una

respuesta variable.

3.7.2 Modelo De Suspension Por La Cola

Esta prueba constituye una metodologia ampliamente utilizada para evaluar la actividad antidepresiva
en modelos murinos, similar a la prueba de nado forzado la prueba de suspensiéon por la cola tiene
como objetivo principal evaluar el tiempo de inmovilidad de los ratones esto como indicador de
comportamiento asociado a estados depresivos, este procedimiento consiste en suspender al animal
mediante una cinta adhesiva colocada aproximadamente a 2 cm de la punta de la cola y fijada a un

soporte estable que garantice la inmovilidad adecuada. Las condiciones experimentales
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estandarizadas se sugieren que la distancia entre el animal y el suelo sea de 35 c¢cm, asi como tener
una separacion minima 15 cm respecto a cualquier objeto cercano, la prueba consta de dos fases
conductuales diferenciadas: un periodo de agitacién o actividad motora y un periodo posterior de
inmovilidad los cuales son registrados y analizados para su evaluacion de la respuesta a los

tratamientos administrados (Steru et al., 1985).

3.7.3 Modelo de campo abierto

La prueba de campo abierto se emplea ampliamente en la investigacién para la evaluaciéon conductual
de roedores ya que permite evaluar parametros como la ansiedad, la actividad locomotora y el
comportamiento exploratorio frente a entornos novedosos. Este ensayo se realiza en un recinto
delimitado por paredes que impiden la fuga del animal, el cual puede presentar una conFiguracién
cuadrada, circular o rectangular. Generalmente, el area experimental se divide en cuadrantes
correspondientes a las zonas periféricas y centrales, con el propésito de registrar y cuantificar
distintos patrones de comportamiento. Se ha observado que los roedores tienden a permanecer
durante mas tiempo en la periferia del recinto, debido a que esta zona les proporciona una mayor
sensacion de seguridad. En contraste, una mayor permanencia en la region central se asocia con una
disminucién de las conductas relacionadas con la ansiedad, por lo que este parametro es utilizado

como un indicador del estado emocional de los animales evaluados (Mora-Gallegos & Salas, 2014).

3.8 Modelos de evaluacion de la actividad anticonvulsiva

3.8.1 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol

Entre los métodos utilizados para la evaluaciéon de la actividad anticonvulsiva uno de los mas
utilizados es de induccién quimica con el farmaco pentilentetrazol que provoca convulsiones, este
farmaco es un estimulante del sistema nervioso central, este es util para la evaluaciéon de convulsiones
clonicas las cuales son muy similares a las que sufren los humanos. Este método es ampliamente
utilizado para la evaluaciéon de la actividad anticonvulsiva para el uso de nuevas moléculas en vista
que estos compuestos funcionen como antagonistas al pentilentetrazol. Este modelo es ampliamente
utilizado en la investigacion preclinica y para el desarrollo de nuevos farmacos con actividad

anticonvulsiva debido a su bajo costo y su facil manejo.
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3.9 Generalidades de la familia Malpighiaceae

La familia Malpighiacea esta conformada por 77 géneros y 1300 especies entre arboles, hierbas y
bejucos estos generalmente son leflosos y se encuentran distribuidas por todo el mundo (Anderson
et al,, 2010). Las especies de arboles presentan frutos en formas de bayas, capsulas o drupas, sus
hojas son de color verde son ovaladas, gruesas y pubescentes sobre los tallos raramente alternadas,
su florescencia es en forma de racimos, umbelas y paniculas. Esta familia se distribuye en zonas
tropicales y subtropicales y se encuentra principalmente diversificada en el continente americano y
se adapta a una gran variedad de habitat. En México se registran 23 géneros y aproximadamente 150
especies (Villanueva-Amador et al., 2020), las caracteristicas distintivas de esta familia son la
presencia de pelos “malpigeos” en el envés de las hojas, sus flores presentan de 5 sépalos libres o
ligeramente connados. Ademas, esta familia ha sido estudiada desde el punto de vista farmacolégico
y se han realizado varios estudios fitoquimicos los cuales han demostrado actividad ansiolitica,

antidepresiva y anticonvulsiva ((Diaz-Jiménez, 2021; Batalla-Martinez, 2023).

3.9.1 Genero Malpighia

Este género, es uno de los 68 de la familia Malpighiaceae el cual agrupa cerca de 50 especies de
arboles y arbustos, sus hojas son de forma oval, glabras, generalmente de color verde obscuro y
brillante; otra caracteristica que las distingue son sus inflorescencias, las cuales tienen posicion axilar,
no ramificadas con unas treinta flores aproximadamente, sus pétalos son de color rosa o
blanquecinas (Avilés, 2016). Las especies del género Malpighia son nativas de América tropical y
subtropical, en México se distribuyen 19 especies de las cuales 12 son endémicas, y la especie
Malpighia mexicana mejor conocida como guachocote o nanche rojo es nativa de México (Barcenas-

Lépez, 2019).

3.10 Antecedentes de la planta de estudio

3.10.1 Descripcion botanica Malpighia mexicana

Malpighia mexicana A. Juss. conocido de forma tradicional como guachocote, es un arbol originario
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de México que mide de 8 a 9 m de altura ampliamente ramificado (Figura 1), es de corteza gruesa de
color gris con manchas blanquecinas, sus hojas son opuestas de 3 a 10 cm de largo con base aguda
o redondeada de color verde, sus flores de 1 a 1.5 cm de diametro, sus sépalos son de 2.4 a 3.7 mm
de largo, son de color rosado en forma de circulos y cuando se abren se ven de color rosa con
amarillo sus pétalos miden de 5 a 9 mm de largo, generalmente se encuentran en racimos, sus frutos
son globosos de color verde y cuando maduran son de color rojo brillante (Barcenas-Lopez, 2019).
Su distribucién en México es en los estados: Chiapas, Durango, Estado de México, Guerrero,
Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, y Zacatecas. En Morelos se encuentra en la selva baja
caducifolia; ha sido colectada en climas calidos a los 500 msnm (BDMTM, 2009), en los municipios
de Jojutla, Miacatlan, Cuautla, Puente de Ixtla, Temixco, Tepalcingo, Tlaltizapan, Tlaquiltenango,

Tlayacapan, Xochitepec, Yautepec, Yecapixtla, Zacatepec y Zacualpan.

Figura 1. Arbol de Malpighia mexicana.

3.10.2 Usos etnomédicos

En el estado de Oaxaca es utilizada para desinfectar heridas, ademas se utiliza para regular la
menstruacién utilizando la rafz (BDMTM, 2009). Malpighia mexicana es conocida por su uso

tradicional en Morelos para tratar el empacho, diarrea y disenterfa (BDMTM, 2009), al igual es
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utilizada para tratar afecciones estomacales y diabetes (Maldonado-Peralta et al., 2016). En algunas
de las comunidades de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH) se toman el t¢é de las

hojas para calmar enfermedades relacionadas con los nervios (Dorado, 2005).

3.10.3 Descripcion botanica y taxonémica

La clasificacion taxonémica de acuerdo con la base de datos del Jardin Botanico de Missouri (2016)
es la siguiente:

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Malpighiaceae
Género: Malpighia
Especie: Malpighia mexicana

Nombre cientifico: Malpighia mexicana A. Juss.

3.10.4 Distribucion

La distribucion de la familia Malpighiaceae va desde zonas tropicales y subtropicales esta se encuentra
principalmente diversificada en el continente americano y se adapta a una amplia variedad de habitat.
Para esta familia botanica se registra entre 60 y 65 géneros y para México se registran
aproximadamente 23 géneros y 150 especies (Villanueva-Amador et al., 2020). La mayoria de estos
se distribuyen en bosque tropical caducifolio y en bosque mesoéfilo de montafia, el género Malpighia
se encuentra distribuido en México y américa central (Aviles-Peraza 2010), y la especie Malpighia
mexicana A. Juss. se distribuye principalmente en los estados de Guerrero, Jalisco, Morelos, Oaxaca,

Puebla, Zacatecas y Michoacan (Figura.2) (Leén, 2014).
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Figura 2. Distribucion de Malpighia mexicana en Morelos.

3.10.5 Fitoquimica

Se ha demostrado que las partes aéreas de Malpighia mexicana contienen compuestos de tipo
terpenoide, flavonoide y cumarinas (Diaz, 2021), ademas de que se ha evidenciado mediante un
analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) que el extracto de Malpighia mexicana
contiene compuestos como el rutinésido de quercetina, glucésido de kaempferol, el glucésido de
luteolina y el flavonol quercetina (Batalla, 2023). Al igual que se han identificado compuestos como

tocoferol, fitol, amirina, sitosterol (Avilés-Montes 2023).
3.10.6 Fundamentos farmacolégicos

La especie Malpighia mexicana ha mostrado efectos antidepresivo, ansiolitico, sedante, anticonvulsivo

y efecto hipnético ya que un extracto de esta especie contiene compuestos como las vitaminas,
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fitoesteroles, terpenos y flavonoides, los cuales pueden ser responsables de los efectos
neurofarmacolégicos, asi mismo se han hecho estudios farmacolégicos que demuestran que

Malpighia mexicana tiene resultados positivos en bioensayos farmacologico a nivel del sistema

nervioso central (SNC) (Avilés-Montes 2023).

3.11 Extraccién de plantas medicinales

En México, existe un gran nimero de plantas medicinales utilizadas tradicionalmente desde tiempos
ancestrales, de acuerdo con la secretaria de Salud (2021), aproximadamente el 90% de la poblacién
mexicana ha optado por utilizar la medicina tradicional. En México la herbolaria ha sido la medicina
tradicional mas accesible para los pueblos y las comunidades, asimismo las plantas constituyen un
recurso valioso en los sistemas de salud de los paises en desarrollo, ademas de que es un recurso
basico en la medicina popular mexicana ya que gran parte de los tratamientos tradicionales incluyen
el uso de extractos de plantas o sus principios activos, sin embargo, el conocimiento que se tiene de

esta es escaso, (Oliveira Miranda, 2005).

4 JUSTIFICACION

La depresion y la epilepsia representan dos de los trastornos neurologicos y psiquiatricos con mayor
impacto en la salud a nivel mundial debido a su elevada prevalencia, cronicidad y repercusiones
sociales, econémicas y psicologicas. L.a Organizaciéon Mundial de la salud (OMS) estima que mas de
280 millones de personas padecen depresion (OMS, 2023) y alrededor de 50 millones sufren epilepsia
(OMS, 2024), lo que convierte a ambas enfermedades en problemas prioritarios de salud publica. A
pesar de la disponibilidad de tratamientos farmacolégicos, muchos pacientes presentan resistencia
terapéutica, efectos adversos o baja adherencia al tratamiento, lo que ha motivado la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas mas seguras y eficaces. En este contexto, las plantas medicinales
constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos con potencial farmacolégico. México
es considerado uno de los paises megadiversos con mayor riqueza floristica (Jiménez, 2014), y una
amplia tradiciéon etnomédica, donde numerosas especies vegetales son utilizadas para tratar
trastornos relacionados con el sistema nervioso central. Dentro de estas especies destaca Malpighia

mexicana A. Juss. (Malpighiaceae), arbol nativo de México empleado tradicionalmente para el
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tratamiento de afecciones nerviosas, gastrointestinales y procesos inflamatorios. Estudios
fitoquimicos y farmacoldgicos previos han demostrado que especies de la familia Malpighiaceae
contienen metabolitos secundarios como flavonoides, terpenoides y compuestos fendlicos capaces
de producir efectos ansioliticos, sedantes, antidepresivos y anticonvulsivos. Particularmente, en
Malpighia mexicana se ha reportado la presencia de flavonoides, cumarinas, fitoesteroles y terpenos
con potencial actividad neurofarmacolégica. Sin embargo, atn existe escasa informacioén cientifica
relacionada con la variacion fitoquimica de esta especie a lo largo del afio, asi como sobre el efecto
de la propagacion vegetativa mediante esquejes sobre la producciéon de metabolitos secundarios y su

actividad biologica.

Por otro lado, la extraccién indiscriminada de especies medicinales silvestres puede generar presion
sobre las poblaciones naturales y contribuir a la pérdida de biodiversidad. Por ello, la propagacion
vegetativa representa una estrategia sustentable que permite conservar las caracteristicas genéticas y
fitoquimicas de las plantas, favoreciendo su aprovechamiento racional y conservaciéon. En este
sentido, el presente estudio busca generar conocimiento cientifico sobre el perfil fitoquimico y el
potencial antidepresivo y anticonvulsivo de Malpighia mexicana silvestre y propagada mediante
esquejes, contribuyendo tanto al aprovechamiento sustentable de esta especie medicinal como al
descubrimiento de compuestos de origen natural con posible aplicacion terapéutica en trastornos

del sistema nervioso central.

5 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La especie Malpighia mexicana A. Juss, tanto en condicion silvestre como propagada mediante
esquejes, mantiene un perfil fitoquimico similar a lo largo de un afio y sus compuestos presentan

actividad antidepresiva y anticonvulsiva en modelos farmacolégicos experimentales?
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6 HIPOTESIS

Malpighia mexicana A. Juss. Silvestre y propagada mediante esquejes produce metabolitos secundarios
de naturaleza fendlica y flavonoide a lo largo del afio, los cuales conservan actividad

neurofarmacolégica capaz de inducir efectos antidepresivos y anticonvulsivos en modelos murinos.

Capitulo 3
7 OBJETIVOS

7.1 General

Realizar la caracterizacion fitoquimica y evaluar la actividad antidepresiva y anticonvulsiva de
extractos obtenidos de Malpighia mexicana A. Juss. Silvestre y propagada mediante esquejes a lo largo

de un ciclo anual.

7.2 Especificos

1. Propagar vegetativamente mediante esquejes ejemplares de Malpighia mexicana A. Juss. Para
evaluar su viabilidad como estrategia de conservacion y aprovechamiento sustentable.

2. Realizar colectas mensuales de hojas de Malpighia mexicana silvestre en dos municipios del
estado de Morelos durante un afo.

3. Obtener extractos de acetona de hojas de M. mexicana de cada coleta y caracterizar el perfil
fitoquimico mediante técnicas cromatograficas como cromatografia en capa fina (TLC) y
cromatografia de alta eficiencia (HPLC).

4. Evaluar la actividad antidepresiva de extractos y/o fracciones de Malpighia mexicana mediante
modelos murinos de nado forzado y suspension por la cola.

5. Evaluarla actividad locomotora de los animales tratados mediante la prueba de campo abierto
para descartar efectos inespecificos sobre el sistema motor.

6. Determinar la actividad anticonvulsiva de extractos y/o fracciones utilizando el modelo

experimental de convulsiones inducidas con pentilentetrazol (PTZ).

20



7. Identificar los metabolitos secundarios posiblemente relacionados con la actividad
neurofarmacolégica mediante analisis cromatograficos y comparaciéon con estandares de
referencia.

8. Aislar al menos un compuesto puro responsable de la actividad bioldgica e identificarlo

mediante técnicas espectrométricas y espectroscopicas.

Capitulo 4
8 MATERIAL Y METODOS

8.1 Area de estudio

Las colectas de la especie Malpighia mexicana se realizaron una vez al mes a lo largo de un afo en los
municipios de Tlaltizapan y Tepoztlan. Posteriormente el trabajo de propagacion vegetativa se

realiz6 en el municipio de Tlaltizapan de Zapata en la comunidad de Santa Rosa 30.

8.2 Colecta e identificacion del material vegetal

La colecta de hojas y esquejes se realizé en los municipios de Tlaltizapan y Tepoztlan, Morelos.
Se colectaron las hojas de Malpighia mexicana y se secaron bajo techo considerando que no les diera
la luz del sol directa durante una semana, posteriormente se colectaron muestras para su
identificacion taxonémica y se dejo un ejemplar en el herbario HUMO del Centro de Investigacion
en Biodiversidad y Conservaciéon (CIByC) de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos
(UAEM) con namero 29015 el ejemplar de Tepoztlan y con nimero 40194 el ejemplar de Tlaltizapan
(Figura 3). Para la propagacion vegetativa se colectaron esquejes de un didmetro de 1.5 cm y una
longitud aproximada de 30 cm considerando que cada uno tuviera de 4 a 5 nudos los cuales fueron

lavados con una solucién jabonosa durante 5 minutos y enjuagados con agua corriente.
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Figura 3. Muestras de Malpighia mexicana de los municipios de Tlaltizapan y Tepoztlan depositadas
en el herbario HUMO-UAEM.

8.3 Colecta de hojas

Se realizaron colectas de la especie Malpighia mexicana en 2 municipios de Morelos, Tlaltizapan y
Tepoztlan, las colectas se realizaron cada mes durante un afio (Figura 4). La identificacién de las
especies fue autentificada por el M. en C. Gabriel Flores experto en el campo de la taxonomia vegetal
de Plantas en el herbario (HUMO) del Centro de Investigaciéon en Biodiversidad y Conservacion

(CIByC).

Figura 4. Colecta de las hojas de Malpighia mexicana.
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8.4 Registro de colectas

La primera colecta se llevé a cabo en el mes de julio del 2024 en 2 municipios correspondientes a
Tlaltizapan de zapata y Tepoztlan en la siguiente tabla se registr6 las colectas de cada mes (Tabla
1) posteriormente se obtuvieron los extractos de cada una de las colectas y se caracterizara su

petfil fitoquimico mediante técnicas cromatograficas.

Tabla 1. Registro de colecta en los 2 municipios.

Mes y afio de Colecta Colecta
colecta Tlaltizapan Tepoztlan

Julio-2024 13 13

Agosto-2024 17 17
Septiembre-2024 14 14
Octubre-2024 19 19

Noviembre-2024 16 16
Diciembre-2024 14 14
Enero-2025 15 18
Febrero-2025 19 22
Marzo-2025 19 22
Abril-2025 23 26%*
Mayo-2025 12 17*
Junio-2025 18 21

* En estos meses al visitar los arboles no presentaban follaje debido a que es una especie
caducifolia.

8.5 Colecta y siembra de esquejes

La colecta de los esquejes se realizé en el municipio de Tlaltizapan de Zapata, Morelos, y se llevo a
cabo en la comunidad de San Miguel 30, latitud N 18°71452620", longitud W 99°17166310" Altitud:
997 msnm. Las cuales se realizaron estacionalmente durante un ano dando un total de 4 colectas que

se llevaron a cabo cada 3 meses (Tabla 2). Los esquejes fueron colectados con un diametro de 1.5
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cm y una longitud aproximada de 30 cm considerando que cada uno tuviera de 4 a 5 nudos, estos

fueron lavados con una solucion jabonosa durante 5 minutos y enjuagados con agua corriente.

Tabla 2. Registro de colectas estacionales.

Estacion Mes Obtencion Colecta
de esquejes

Verano Junio-2024 1

Verano Julio-2024

Verano Agosto-2024

Verano-Otono Septiembre-2024 2 1
Otofio Octubre-2024

Otofo Noviembre-2024

Otofio-Invierno Diciembre-2024 3 2
Invierno Enero-2025

Invierno Febrero-2025

Invierno-Primavera Marzo-2025 4 3
Primavera Abril-2025

Primavera Mayo-2025

Verano Junio-2025 4

8.6 Obtencidén de esquejes

La primera colecta de esquejes se llevo a cabo en el municipio de Tlaltizapan de Zapata, Morelos, en
la comunidad de San Miguel 30, latitud N 18°71452620", longitud W 99°17166310" Altitud: 997
msnm. Estos fueron cortados de 30 cm de longitud y asegurando que presentaran de 4 a 5 nudos,
se recolect6 un total de 50 esquejes, los cuales fueron sembrados en bolsas plasticas, las cuales se
mantuvieron en el municipio de Tlaltizapan de Zapata, Morelos, (Tabla 3), las cuales fueron

monitoreadas cada 15 dias.
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Tabla 3. Monitoreo primera siembra de esquejes.

Primera siembra de esquejes 14 de junio

Semana 6

' Semana 7
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La segunda colecta se llevé a cabo el 17 de septiembre realizando nuevamente el proceso indicado

en el apartado 8.1 de metodologia (Tabla 4).

Tabla 4. Monitoreo segunda colecta siembra de esquejes.

Segunda siembra de esquejes 17 de septiembre 2024

Semana 2

Semana 4

Semana 6

La tercera colecta se llevo a cabo el 21 de diciembre del 2024, nuevamente se llevo a cabo el

proceso indicado en el apartado 8.1 de metodologfa (Tabla 5).
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Tabla 5. Monitoreo tercera siembra de esquejes

Tercera siembra de esquejes 21 de diciembre 2024

Semana 5

Semana 1 Semana 3

F 'C""ﬂ;

La ultima colecta se llevo a cabo el 22 de marzo del 2025, se realizando nuevamente el proceso

indicado en el apartado 8.1 de metodologia (Tabla 6).
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Tabla 6. Monitoreo cuarta siembra de esquejes.

Cuarta siembra de esquejes 22 de marzo 2025
Semana 1 Semana 3 Semana 5

8.7 Obtencion de los extractos

Se obtuvieron 1.384 kg de material vegetal seco de la colecta del arbol 1 de Tlaltizapan del mes de
abril, el cual se trituro en un molino (MOLINOS PULVEX). Posteriormente se realizé6 una
maceracion con z-hexano (MmEH) y Acetona (MmEA) el cual se extrajo sucesivamente 3 veces con
cada uno de los disolventes, el volumen de extraccion utilizado fue de 8 L de disolvente por 1.384 ¢
de material vegetal. Posteriormente el extracto liquido se seco, eliminando el disolvente por
destilacion a presion reducida por medio de un rotaevaporador marca BUCHI 215 (Figura 5). El
excedente de disolvente del extracto fue evaporado a temperatura ambiente, obteniéndose 50 g de
extracto seco de MmEH y 71 g de extracto de MmEA, siendo el extracto aceténico el que se utilizo
para el fraccionamiento quimico. 8 g de material vegetal obtenido de las 4 colectas de los esquejes

sembrados fueron macerados de la misma forma, obteniéndose 195 mg de extracto aceténico
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(MmEAE), una vez obtenidos los extractos se realiz6 un analisis fitoquimico mediante cromatografia

en placa fina (TLC) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Figura 5. Destilacion del extracto.

8.8 Fraccionamiento quimico del extracto de acetona MmEA

Una vez que se obtuvieron los extractos se procedié a hacer cromatografia en columna y
cromatografia en capa fina (CCF), en la cual se utilizaron reveladores como 2- aminoetil difenil
borinato (NP-PEG) para detectar flavonoides, y 4-hidroxibenzaldehido (Komarovsky) para la

deteccion de terpenoides (Figura 0).

Figura 6. Reveladores empleados para la deteccion de flavonoides y terpenoides.

8.9 Cromatografia en placa fina (CCF)
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Una vez obtenidos los extractos de acetona de cada colecta se realizé un analisis fitoquimico
mediante cromatografia en capa fina el cual se realiz6 en un sistema de gradiente 7-3 #-
hexano/acetona expuesta a luz UV de onda corta y larga revelada con 4-hidroxibenzaldehido. La
muestra R corresponde al extracto aceténico aislado con anterioridad por nuestro grupo de trabajo
de un arbol ubicado en el Municipio de Xochitepec, Morelos. Las muestras 1 y 2 corresponden a

arboles colectados en Tlaltizapan, la muestra 3 corresponde al arbol colectado en Tepoztlan.

30



Septiembre 2024

j‘?l-'unb.g N ]

- T

§it
n @2 >3

Febrero 2025
Fobere Vo

Marzo 2025

’\’\(,\y;() (9]

31



Abril 2025

Mayo 2025
Mal g N

Junio 2025

Junjo

32



Las siguientes placas muestran el contenido quimico del extracto MmEAE donde se observan

compuestos de tipo terpenoide, esteroles y flavonoides.

™
-

8.10 Fraccionamiento extracto de Malpighia mexicana MmEA

Se realiz6 una percolacion del extracto MmEA (71 g), el cual fue fraccionado en una columna
cromatografica previamente empacada con 100 g de silice gel en fase normal. Se utilizé un sistema
de gradiente #-hexano-acetato de etilo como fase moévil, iniciando con el 100% del disolvente de
menor polaridad, posteriormente se eluy6 con gradientes de #-hexano- acetato de etilo de 95:5% -
90:10% - 85:15% hasta llegar a 10:90% de #-hexano- acetato de etilo y posteriormente con 100%
acetato de etilo y por dltimo se lavé con 100% metanol, dando como resultado 58 fracciones de 250
mL cada una, las cuales se concentraron en un sistema de destilacién a presion reducida con ayuda
de un rota evaporador BUCHI 215, posteriormente se analizaron en cromatografia en capa fina, las
cuales fueron agrupadas dependiendo de sus patrones similares en su composicién quimica,

obteniendo asi 18 sub-fracciones (Tabla 06).

Tabla 7. Fraccionamiento quimico de MmEA.

Polz}ndad del Fracciones Sub-fraccion Clave Peso (g)
sistema
n-hexano 100% 1-3 1-.13 MmR1 1.19
n-hexano 100% 4-6 2-.4.6 MmR2
n-hexano-acetato de 1.0331

etilo (95-5%)
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n-hexano-acetato de

etilo (95-5%)

MmR3

1.6122

n-hexano-acetato de

etilo (95-5%)

MmR4

2.303

n-hexano-acetato de
etilo (95-5%) -(90-
10%)

9-10

5-.9.10

MmR5

1.7931

n-hexano-acetato de
etilo (90-10%)

11-12

6-.11,12

MmR6

2.4452

n-hexano-acetato de
etilo (90-10%)

13-14

7-.13,14

MmR?7

2.958

n-hexano-acetato de
etilo (85-15%)

15-18

8-.15,18

MmRS8

3.4564

n-hexano-acetato de
etilo (85-5%)- (80-
20)

19-20

9-.19,20

MmR9

1.913

n-hexano-acetato de

etilo (80-20%)

21-23

10-.21,23

MmR10

1.0112

n-hexano-acetato de
etilo (80-20%) -(75-
25%) -(70-30%)

24-30

11-.2430

MmR11

1.9571

n-hexano-acetato de
etilo (70-30%)

31-34

12-.31,34

MmR12

1.5328

n-hexano-acetato de
etilo (60-40%)

35-39

13-.35,39

MmR13

1.0265

n-hexano-acetato de
etilo (50-50%)

40-41

14-.40,41

MmR14

1.224

n-hexano-acetato de
etilo (50-50%) -(30-
70%0)

42-47

15-.42,47

MmR15

6.0123

n-hexano-acetato de
etilo (30-70%) -(10-
90)

48-50

16-.48,50

MmR16

2.5621

n-hexano-acetato de
etilo (10-90%)
Acetato de etilo
(100%)

51-56

17-.51,56

MmR17

12.6256

Metanol (100%0)

57-58

18-.57,58

MmR18

20.78

8.11 Cromatografia en capa fina del extracto MmEA
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Posteriormente las fracciones fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina en fase normal
para después ser observadas bajo luz UV para ver la separaciéon de los compuestos que estan
presentes en dicho extracto, ademas de que también se utilizaron reveladores de flavonoides y
terpenoides los cuales fueron 2-aminoetil difenilborinato (NP-PEG), 4-hidroxibenzaldehido

(Komarovsky) y sulfato cérico (Figuras 7 a 55).
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Figura 7. Fase normal
eluida una
proporcion  9-1  #-
hexano-AcOEt.

en

-l

- - b ——
6 7 8 9 10

|

Figura 11. Fase normal
eluida en una
proporcion 9-1 #-
hexano- AcOEt.

Figura 8. Fase normal

eluida en una
proporciéon  9-1  #-
hexano-AcOEt. Luz

UV onda corta.

Figura 12. Fase normal

eluida en una
proporcion  9-1  #-
hexano-AcOFt. Luz

UV onda corta

Figura 9. Fase normal

eluida en una
proporcion  9-1  #-
hexano-AcOEt. Luz
UV onda larga.

Figura 10. Fase normal

eluida en una
proporcién  9-1  #-
hexano-AcOEt.  Luz
UV onda larga.

Figura 13. Fase normal

eluida en una
proporcion  9-1  #-
hexano-AcOEt. Luz
UV onda larga

Figura 14. Fase normal
eluida una
proporcién  9-1  #-
hexano-AcOErt.
Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.

en

Figura 15. Fase normal Figura 16. Fase normal Figura 17. Fase normal Figura 18. Fase normal

eluida en

una eluida

en una

proporcion  8-2 -

eluida
proporcion

cn

8-2  »n-

una eluida

en una

proporcion  8-2 -
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hexano-AcOEt. Luz

UV onda corta.

proporcion  8-2  »n
hexano- AcOEt.

16 17 18 19 20 AMI

Luz hexano-AcOErt.
Revelada con
hidroxibenzaldehido.

hexano-AcOEt.
UV onda larga.

4.

16 17 18 19 20 AMI

Figura 19. Fase normal Figura 20. Fase normal

eluida en una eluida en una
proporcion  8-2  x- proporcion  8-2  n-
hexano-AcOFt. hexano-AcOFt. Tuz

UV onda corta

-

21 22 23, 247 25 ANiIra

Figura 23. Fase normal Figura 24. Fase normal

eluida en una ecluida en una
proporciéon  7-3 - proporcion  7-3 -
hexano-AcOFt. hexano-AcOEt. Luz

UV onda corta.

Figura 28. Fase normal
eluida una
proporcion  5-5 -

Figura 27. Fase normal

. en
eluida en una

Figura 21. Fase normal Figura 22. Fase normal

Cluida en una e].uida en una
roporcion  8-2 - proporcién 82 -
b hexano-AcOEt.
hexano-AcOEt. Luz
UV onda larga Revelada con 4-
' hidroxibenzaldehido.

Figura 25. Fase normal Figura 26. Fase normal

eluida en una Ch.lida en una

proporcion  7-3 - proporcion  7-3 -

hexano-AcOFt. Tuz hexano-AcOEt.

UV onda larga Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.

Figura 29. Fase normal  Figura 30. Fase normal
eluida en una eluida una
proporcion  5-5  z- proporcion  5-5  n-
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proporciéon  5-5  #-
hexano-AcOEt.

Figura 31. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol

hexano-AcOEt.
UV onda corta.

Luz

hexano-AcOEt.
UV onda larga.

Luz

hexano-AcOEt.
Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.

Figura 32. Fase normal
eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-metanol.
Luz UV onda corta

Figura 35. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol

Figura 36. Fase normal
eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-metanol.
Luz UV onda corta

Figura 33. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol. Luz UV onda
larga

36 37 38 39 40 41 B G

Figura 37. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol. Luz UV onda
larga.

42 43 44 45

46 47 B G

Figura 34. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol. Revelada con

4-hidroxibenzaldehido.

Figura 38. Fase normal

eluida en una
proporcion 9-1
diclorometano-

metanol. Revelada con
4-hidroxibenzaldehido.

Figura 39. Fase normal Figura 40. Fase normal Figura 41. Fase normal  Figura 42. Fase normal

eluida
proporcion

en una

9-1

eluida
proporcion

en una

9-1

eluida
proporcion

cn una

9-1

eluida
proporcion

en una

9-1
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diclorometano- diclorometano-metanol. diclorometano- diclorometano-
metanol. Luz UV onda corta metanol. Luz UV onda metanol. Revelada con
larga 4-hidroxibenzaldehido.

Figura 43. Fase reversa eluida en una Figura 44. Fase reversa eluida en una
proporcion 05-5 Agua-acetonitrilo proporcion 5-5 Agua-acetonitrilo Luz UV onda

cofrta.

Figura 45. Tase reversa eluida en wuna Figura 46. TFase reversa eluida en wuna
proporcion 5-5 HaO-acetonitrilo. Luz UV onda  proporcion 5-5 H2O -acetonitrilo. Revelada con
larga. NP-PEG.

R R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9

Figura 47. Fase normal eluida en una Figura 48. Fase normal eluida en una proporcion 7-3
proporcion 7-3 n-hexano-AcOEt. Luz UV n-hexano-AcOELt. Luz UV onda corta.
onda corta.
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R3 R4 R5 "R6 “ R8 RY R . R10 R11 RI12 RI13 R14 R15 R16 R17 RI18
Figura 49. Fase normal eluida en una Figura 50. Fase normal eluida en una proporcioén 7-3
proporcion 7-3 n-hexano-AcOEt. Luz UV n-hexano-AcOEt. Luz UV onda larga
onda larga.

T ne’ ie 45 1 2% YW
Figura 51. Fase normal eluida en una
proporcion 7-3 n-hexano-AcOEt. Revelada
con 4-hidroxibenzaldehido.

Figura 52. Fase normal eluida en una proporcioén 7-3
n-hexano-AcOEt. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.

R R10 R11 R12 R13 Rl14 R15 RI16 R17 RIS R R10 RIl11 RI12 R13 R14 R15 R16 R17 RIS
Figura 53. Fase reversa eluida en una Figura 54. Fase reversa eluida en una proporcién 5-5
proporcion 5-5. Agua-acetonitrilo Luz UV Agua-acetonitrilo. Luz UV onda larga.
onda corta.
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R R10 Rl11 R12 RI13 RIl14 R15 R16 R17 RIS

Figura 55. Fase reversa eluida en una proporcion 5-5 Agua
-acetonitrilo. Revelada con NP-PEG, luz UV onda larga.

8.12 Fraccionamiento quimico fraccion MmC1R15

La fraccion MmC1R15 (1 g) se adsorbié en 1 g de silice fase normal y en 1 g de silice fase reversa,
fue separado en una columna cromatografica empacada con 10 g de silice gel fase reversa RP-18,
iniciando con un sistema de gradiente de HoO-acetonitrilo como fase mévil, iniciando con 100% de
agua y posteriormente con gradientes de 90:10% - 80:20% - 70:30% hasta llegar a 50:50% - 30-70%
de H>O-acetonitrilo, por ultimo se lavé con 100% acetonitrilo, 100% Metanol y 100% Acetona, de
lo cual obtuvimos 43 fracciones, las cuales posteriormente fueron analizadas mediante cromatografia
en capa fina y fueron agrupadas dependiendo de la similitud en sus patrones en su composicion

quimica obteniendo asi 16 sub-fracciones (Tabla 7).

Tabla 8. Fraccionamiento quimico de MmC1R15.

Sistema de Fracciones Sub-fraccion Clave Peso (g)
polaridad

H>O 100% 1-3 1-. 1,3 MmC2R1 0.0080
H>O -acetonitrilo 4 2-4 MmC2R2

(90-10%) 0.0027
H2O -acetonitrilo 5-6 3-.5-6 MmC2R3

(90-10%) 0.0881
H>O -acetonitrilo 7-9 4-.7-9 MmC2R4

(80-20%) 0.0053
H>O -acetonitrilo 10-14 5-.10-14 MmC2R5 0.0031
(80-20%) -(70-30%) '
H>O -acetonitrilo 15 6-.15 MmC2R6

(70-30%) 0.0020
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H>O -acetonitrilo 16-19 7-.16-19 MmC2R7 0.0121
(70-30%) ’
H>O -acetonitrilo 20-23 8-.20-23 MmC2R8 0.0110
(60-40%) ’
H2O-acetonitrilo 24-25 9-.24-25 MmC2R9 0.0171
(60-40%)- (50-50%b) ’
H>O -acetonitrilo 27 10-.27 MmC2R10

(50-50%) 0.0060
H>O -acetonitrilo 28-29 11-.28-29 MmC2R11 0.0172
(50-50%) ’
H20O -acetonitrilo 30-33 12-.30-33 MmC2R12 0.0178
(30-70%) ’
Acetonitrilo (100%) 34 13-.34 MmC2R13 0.0131
Acetonitrilo (100%)  35-37 14-.35-37 MmC2R14 0.6860
Metanol (100%) 38-41 15-.38-41 MmC2R15 0.0155
Acetona (100%) 42-43 16-.42-43 MmC2R16 0.0135

8.13 Cromatografia en capa fina del extracto MmC1R15

De la segunda cromatografia en columna MmC1R15 se obtuvieron 43 fracciones las cuales fueron

analizadas por cromatografia en placa fina en fase reversa para ver la separacién que tienen los

compuestos que estain presentes en esta fraccion, al igual se utilizo6 el revelador 4-

hidroxibenzaldehido (Komarovsky) para terpenos y el revelador 2- aminoetil difenil borinato (NP-

PEG) para flavonoides, del mismo modo fueron reveladas con sulfato cérico amoniacal (Figuras 56

a 82).

Figura 56. Fase reversa eluida Figura 57. Fase reversa eluida en
en una proporcion 8-2 HoO- una proporcion  8-2  HxO-
acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda larga.

corta.

Figura 58. Fase reversa eluida en
una proporcion  8-2  HxO-
acetonitrilo. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.
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Figura 61. Fase reversa eluida en
una proporcion  7-3  HoO-
acetonitrilo. Revelada con 4-
hidroxibenzaldehido.

Figura 59. Fase reversa eluida Figura 60. Fase reversa eluida en
en una proporcion 7-3 HoO- una proporcion  7-3  HzO-
acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda larga.
corta

Figura 62. Fase reversa eluida Figura 63. Fase reversa eluida en Figura 64. F asc reversa cluida en
en una proporcién 8-2 H,O- una proporcion 8-2  HpO- ufia  proporcion 8-2 H20-

acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda larga acetonitrilo.  Revelada  con

corta. sulfato cérico.

Figura 65. Fase reversa eluida Figura 66. Fase reversa eluida en Figura 67. Fase reversa eluida en
en una proporcién 3-7 H,O- una  proporciéon  3-7  HxO- una proporcion  3-7  HxO-
acetonitrilo TLuz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda larga. acetonitrilo. Revelada con 4-
corta. hidroxibenzaldehido.
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Figura 68. Fase reversa eluida
en una proporcion 3-7 HxO-
acetonitrilo Luz UV onda
corta

Figura 71. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 -
hexano-AcOEt. Luz UV onda
corta.

Figura 74. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 -
hexano-AcOEt. Luz UV onda
corta

Figura 69. Fase reversa eluida en
una proporcion  3-7  HO-
acetonitrilo. Luz UV onda larga

Figura 72. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 -
hexano-AcOEt. LLuz UV onda
larga.

Figura 75. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 -
hexano-AcOEt. Luz UV onda
larga

Figura 70. Fase reversa eluida en
una proporcion  3-7  HxO-
acetonitrilo. Revelada con NP-
PEG.

Figura 73. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 #-
hexano-AcOEt. Revelada con
4-hidroxibenzaldehido.

Figura 76. Fase normal eluida
en una proporcion 5-5 -
hexano-AcOEt. Revelada con
4-hidroxibenzaldehido.
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R R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 }iﬁ"
Figura 77. Fase reversa cluida en una Figura 78. Fase reversa eluida en
proporcion 7-3 HaO-acetonitrilo Luz una  proporcion  7-3  HzO-
UV onda corta. acetonitrilo. Luz UV onda larga.

Figura 79. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HoO-
acetonitrilo. Revelada con NP-
PEG.

Figura 80. Fase reversa eluida en una Figura 81. Fas§ reversa eluida en Figura 82. Fase reversa eluida

proporcion 5-5 HoO-acetonitrilo Luz una _PF0P0fC1éﬂ 5-5 H2O- ¢nuna proporcién 5-5 H2O-

UV onda corta. acetonitrilo. Luz UV onda larga. acetonitrilo. Revelada con NP-
PEG.

8.14 Fraccionamiento quimico fraccion MmC2R3

La fraccion MmC2R3 (88 mg) se adsorbié en 0.5 mg de silice fase normal y en 0.5 mg de silice fase
reversa, fue separado en una columna cromatografica empacada con 5 g de silice gel fase reversa RP-
18, con un sistema de gradiente de HoO-acetonitrilo como fase movil, iniciando con 100% de agua
y posteriormente con gradientes de 48:2% - 45:5% - 70:30% hasta llegar a 50:50% - 30-70% de H20O-
acetonitrilo, por ultimo se lavé con 100% acetonitrilo, 100% Metanol y 100% Acetona dando como
resultado 43 fracciones, las cuales posteriormente fueron analizadas mediante cromatografia en capa

fina para ser agrupadas por similitud quimica, finalmente obteniendo 10 sub-fracciones (Tabla 8).

Tabla 9. Fraccionamiento quimico de MmC2R3.
Polaridad del
sistema
H;>0O-acetonitrilo

Fracciones Sub-fraccion Clave
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(50 mL)

H>O (100%) 1 1-. 1 MmC2R1
H>O (100%) 2 2-.2 MmC2R2
H>O (100%) 3 3-3 MmC2R3
H>O (100%) 4-6 4-.4-6 MmC2R4
H>0O (100%0) 7-10 5-.7-10 MmC2R5
H>O-acetonitrilo (48- 11-15 6-.11-15 MmC2R6
2%0)

H>O-acetonitrilo (48- 16 7-.16 MmC2R7
25%0)

H>O-acetonitrilo (45- 17-21 8-.17-21 MmC2R8
5%)

H>O-acetonitrilo (40- 22-23 9-.22-23 MmC2R9
10%)

Metanol (100%)

Metanol (100%) 24-27 10-.24-27 MmC2R10

8.15 Cromatografia en capa fina del extracto de MmC2R3

Nuevamente después de la cromatografia en columna de la fraccion MmC2R3 se obtuvieron 27
fracciones, las cuales fueron analizadas en cromatografia en placa fina en fase reversa y se observo
la separacién de cada una de las fracciones y de igual manera se utilizaron reveladores para detectar
flavonoides y terpenoides los cuales fueron: 2-aminoetil difenil borinato (NP-PEG), 4-

hidroxibenzaldehido (Komarovsky) y con sulfato cérico (Figuras 83 a 100).

Figura 83. Fase reversa eluida Figura 84. Fase reversa cluida Figura 85. Fase feversa cluida
en una proporcién 7-3 H,O- en una proporciéon 7-3 HpO- €0 una proporcion 7-3 H20-

acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda acetonitrilo. Revelada con
corta larga. sulfato cérico.
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Figura 86. Fase reversa eluida  Figura 87. Fase reversa cluida Figura 88. Fase reversa eluida

en una proporcién 7-3 HoO- e yna proporcién 7-3 H,O- €0 una proporcion 7-3 H>O-
acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda acetonitrilo. Revelada con
corta larga sulfato cérico.

Figura 90. Fase reversa eluida Figura 91. Fase reversa eluida
Figura 89. Fase reversa eluida en una proporciéon 7-3 H>O- en una proporcion 7-3 HxO-
en una proporciéon 7-3 HpxO- acetonitrilo. Luz UV onda acetonitrilo. Revelada con
acetonitrilo Luz UV onda corta  larga sulfato cérico.

Figura 92. Fase reversa eluida Figura 93. Fase reversa eluida Figura 94. Fase reversa eluida
en una proporcién 7-3 HO- en una proporcion 7-3 HaO- en una proporciéon 7-3 HoO-
acetonitrilo Luz UV onda acetonitrilo. Luz UV onda acetonitrilo. Revelada con
cotta. larga. sulfato cérico.
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Figura 95. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HxO-
TLuz UV onda

acetonitrilo
corta.

Figura 96. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HxO-
acetonitrilo. Luz UV onda

Figura 97. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HxO-
acetonitrilo. Revelada con
sulfato cérico.

larga.

.

A : L e T SRS R
. R3 R4 RS R6.R7 RS R9 RI0

R3 R4 RS R6 R7 R8 R9 RI10

Figura 98. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HxO-
acetonitrilo Luz UV onda
corta.

Figura 99. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HoO-
acetonitrilo. Luz UV onda
larga.

Figura 100. Fase reversa eluida
en una proporcion 7-3 HxO-
acetonitrilo. Revelada con
sulfato cérico.

8.16 Cromatografia en placa fina

De acuerdo con las placas cromatograficas de los fraccionamientos se observa en las Figuras 88 y 91
bandas de color morado que corresponden a compuestos de tipo terpenos compuestos que
observamos en polaridades bajas, de igual manera en las Figuras 84 y 85 podemos observar las
bandas que se muestran en coloracion verdes corresponden a compuestos de tipo flavonoides que
podemos observar al exponer la placa a luz UV. En las Figuras 94 y 100 podemos observar bandas

de coloraciéon naranjas que pueden corresponder a compuestos de tipo flavonoides.

También podemos observar en las Figuras 87, 90, 93 y 99 bandas con coloracién azul y blanco
intenso que solo se observan mediante luz UV de onda larga y que corresponden a compuestos de

tipo fenolico.
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8.17 Anilisis de HPLC

Se enviaron a analisis de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) las fracciones MmC1R13,
MmCI1R15, MmC1R16, MmC1R17, MmC1R18, de la primera columna del extracto MmEA en las
cuales podemos observar en el cromatograma de acuerdo con el tiempo de retencion y los espectros
UV de las fracciones mostraron la presencia de flavonoides, en primera instancia se logré determinar
al, Kaempferol, acido cumarico (R15), cumarina (R16), rutinésido de Kaempferol, (R18) destacando
la fraccion R15 que fue la que se utilizé para las pruebas farmacologicas. También se realizé un

analisis de HPLC de MmEAE (Anexo 3) donde se observa el contenido de compuestos fenolicos.

0.1104
0.1004
0.090 5 y "
Malpighia mexicana Ty i AT P
0,080 MmCIRI3 0030pgg 6 11.275 Peak 2 010.7
0.0304
soro] 310 nm 8 251
i) 3486 siiia
0.0604 0.020+
a 0.050+ 3
0.010+ 0.0104
0.040
§ 5
0.0304 e = 0000 0.000-
0.020 T 200.00 300.00  400.00 200, 00 300,00 toc'co 500' 00 200.00 30000  400.00
nm nm nm
0.0104
) ooe—w\/__}J‘MJ PO
: , : , ; . . . , ' , : . :
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30
Minutes
Figura 101. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion Mmc1R13.
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Figura 102. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion Mmc1R15.

49



10.758 Peak 1 11.184 Peak 3

2092 11.049 Peak 7 7
] 3 292
0.10 00204 aote
- Malpighia mexicana 0015 e
MmCIR16 2.0 1281
310 nm 0010 2 o004
0.06+ 0.005+4 0.002
2
gt 54522496 o W94231 5204
1 1————7—“"-"7_%—
20000 30000 40000 S00. 20000 30000 40000 500 T T T T
om - 20000 30000 40000 50000
0.02+4 g& am
i
=
0.00 i ———
T T T T T v T T T T T T : '
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 20
Minutes
Figura 103. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmC1R16.
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Figura 104. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion Mmc1R17.
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Figura 105. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmCIR18 en el cual se
muestra la presencia de compuestos del tipo flavonoide.

8.18 Pruebas farmacologicas

8.18.1 Nado forzado

Para la realizacién de esta prueba se emplearon cilindros de plexiglas de 20 cm de alto y un diametro
de 12 cm en una superficie plana, cada uno de ellos se llen6 con agua (25 + 1 °C) a una profundidad
de 16 cm. Los cilindros fueron separados por un dispositivo de madera que tiene 6 divisiones, lo
cual permiti6 el registro del comportamiento de 6 animales a la vez. El experimento consistié en tres
fases: la primera se denomina “de entrenamiento”, la cual consiste en exponer a cada ratén al cilindro
lleno de agua durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo los animales seran colocados
sobre un pafio limpio, posteriormente en una caja con cama de aserrin limpio y expuesto a una
lampara de luz incandescente para su secado. La segunda fase del experimento consistira en
administrar el tratamiento correspondiente. En la tercer fase o fase de prueba, los animales se
colocaran nuevamente dentro del cilindro y se evaluara su comportamiento durante 5 min. El
parametro que sera evaluado es “Tiempo de inmovilidad” (tiempo en el cual los ratones realizan los
movimientos minimos para permanecer a flote y respirar). Al transcurrir el tiempo de la prueba, los
animales seran colocados en una cama de aserrin para su secado. Durante la primera y segunda fase,

los cilindros se lavaran con una toalla de papel limpia y humedecida en etanol al 10 % y vueltos a
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llenar con agua. Cada experimento sera filmado con una camara de video para el posterior analisis

de los resultados.

8.18.2 Convulsiones inducidas con pentilentetrazol (PTZ).

El pentilentetrazol es un farmaco que estimula el sistema nervioso central, es utilizado como agente
anticonvulsivo y se usa para provocar convulsiones. Si este es utilizado en dosis bajas de 20 mg/kg
este va a producir crisis de ausencia estas se caracterizan por breves cambios del estado de conciencia,
mientras que las dosis mayores a 50 mg/kg va a provocar ctisis convulsivas de tipo clénico-ténico
estas son muy parecidas a las convulsiones que sufren los humanos. El pentilentetrazol ha sido
utilizado en ratones y se ha demostrado que en dosis altas este produce un patrén tipico convulsivo
que consiste en movimientos faciales, cola erguida seguido por espasmos musculares del cuello y
tronco que posterior mente se van a propagar a las extremidades para perder la postura y se
desencadena la fase clinica que es una serie de movimientos involuntarios bruscos y mas adelante
sigue la crisis tonica que es una hiperextension de las extremidades. Por esto la administracion del
pentilentetrazol es considerada conveniente para estudiar las crisis tonico-clonicas generalizadas

(Ramos y Correa, 2012).
8.19 Animales de experimentacion

Se obtuvieron ratones CD-1 machos (Mus musculus), con un peso aproximado de 25 g y una edad de
5 semanas (Figura 1006), del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM), y se alojaron en condiciones convencionales, en un entorno con
temperatura y humedad controladas y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas (petiodo de luz, de
8:00 a. m. a 8:00 p. m.; temperatura, 23 = 1 °C; humedad relativa, 55 5 %). Los ratones se asignaron
aleatoriamente a grupos de 8 y se alojaron en jaulas de plexiglas durante 5 dfas para permititles
aclimatarse a la convivencia. Se les proporcioné alimento estandar para roedores y agua ad libitum.
Los bioensayos se llevaron a cabo de acuerdo con las especificaciones técnicas para la produccion,
el cuidado y el uso de animales de laboratorio, segiin la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-

1999) y normas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales de experimentacion.
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Figura 106. Ratones albinos machos (Mus musculus cepa CD-1).

8.20 Analisis estadistico

Los datos se presentan como media * desviacién estandar. La normalidad y la homogeneidad de las
varianzas se evaluaron mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Para
comparar los tiempos de inmovilidad (nado forzado y suspension por la cola) y los parametros de
las convulsiones (numero de convulsiones tonicas, clonicas y generalizadas y sus respectivas
latencias), se utilizé un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la prueba post hoc
de Tukey (p < 0,05). Para la variable de supervivencia, se estimaron curvas de Kaplan-Meier y se
compararon mediante la prueba de log-rank. El procesamiento de los datos estadisticos y la
generacion de graficos se realizaron utilizando el software de analisis asistido por IA Julius Al (Julius
1.1 Lite) (https://julius.ai) de acuerdo con las especificaciones definidas por los autores. Los

resultados fueron verificados por la autora.

Capitulo 5
9. RESULTADOS

9.1 Rendimiento del extracto de Malpighia mexicana

De MmEA se obtuvo un rendimiento de 5.13% y de MmEAE 3.9%.
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9.2 Petfil fitoquimico de la especie Malpighia mexicana

9.2.1 Analisis por cromatografia en capa fina

El analisis de MmEA por cromatografia en placa fina, se realizé mediante un gradiente de polaridad
0:4 agua-acetonitrilo revelada con 2-aminoetil difenilborinato y mediante luz UV de onda larga revelo
la presencia de bandas de coloracion naranja, verde y azul que corresponden a compuestos de tipo
flavonoide y bandas de coloracion rojas que corresponden a clorofilas, de igual manera se realizé
una placa en fase normal con un gradiente de polaridad 7:3 #-hexano-acetona utilizando como
revelador 4-hidroxibenzaldehido en la cual se observan bandas de coloracién rosa las que podrian

corresponder a compuestos de tipo terpenos.

lavonoides e | ETPENOS

e Cumarina

e K aempferol

4= Clorofilas

R

Fase reversa eluida en una proporcion 6- Fase normal eluida en una proporcion 7-3 #-hexano-
4 agua-acetonitrilo, revelada con NP- acetona. Revelada con 4-hidroxibenzaldehido.
PEG.

Figura 107. Placa cromatografica, fase normal y fase reversa del extracto aceténico de Malpighia
mexicana (MmEA).

9.3 Analisis por cromatografia liquida de alto rendimiento HPLC

El perfil cromatografico de del extracto MmEA fue analizado mediante HPLC en una longitud de
onda de 310 nm, el cual revelo la presencia de varios compuestos de tipo fendlico, entre ellos el pico

(1), con un tiempo de retenciéon de 10.842 min, se identific6 como un compuesto fendlico
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correspondiente al acido cumarico, mientras que el pico (2), observado a un tiempo de retencion de
19.634 min, corresponde a un flavonoide identificado como kaempferol. La identificacién de estos
compuestos se logré mediante la comparacion directa con estindares de referencia comerciales

(Figura 108).

9.4 Fraccionamiento cromatografico y aislamiento de compuestos presentes en MmAE.

El fraccionamiento cromatografico de MmEA (71 g) permitié obtener un total de 58 fracciones las
cuales se agruparon de acuerdo con su perfil cromatografico determinado mediante TLC en 18 sub-
fracciones (R1-R18), destacando la fraccion R15 destaco por la presencia de compuestos de tipo
fendlicos por lo que fue evaluada por su posible efecto farmacolédgico y posteriormente fue analizada
mediante cromatografia en columna y HPLC lo que permiti6 identificar al acido cumarico-1y a el

kaempferol-2 (Figura 109).
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Malpighia mexicana
MmEA
310 nm

11.012

AU

200.00 400.00

2
= o W SO

T r —r ) e B = e s e 2t o e o e e e e e o B o e o e e e et i e e e 2
).00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 3(
Minutes

Figura: 108. Cromatograma de HPLC correspondientes al extracto acetonico de Maipighia mexicana
en una longitud de onda de 310 nm el cual muestra la presencia compuestos de tipo fenolico.
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Figura 109. Cromatograma de HPLC correspondientes a la fraccion R15 en una longitud de onda
de 310 nm el cual muestra la presencia del compuesto 1 correspondiente al acido cumarico y el
compuesto 2 correspondiente al kaempferol.

El fraccionamiento de la sub-fracciéon R15 se obtuvieron 43 fracciones las cuales fueron agrupadas
de acuerdo a su anilisis de TLC se obtuvieron 16 sub-fracciones, de las cuales la fraccion MmC2R5
fue elegida para su caracterizacion fitoquimica mediante HPLC (Figuras 110 y 111) lo que permiti6
la identificacion del flavonoide kaempferol, asi mismo la sub-fraccion de MmC2R3 fue analizada
mediante cromatografia en columna de la cual se obtuvieron 43 fracciones las cuales fueron
agrupadas de acuerdo a su perfil quimico en 10 sub-fracciones, destacando la sub fraccion MmC3R3
la cual fue analizada mediante HPLC y lo cual permiti6 identificar al compuesto acido cumarico

como uno de sus componentes principales (Figura 112 y 113).
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Figura 110. Cromatograma de HPLC correspondientes a la fraccion MmC2R5 en el cual se
muestra la presencia de kaempferol de acuerdo con su tiempo de retencion de 19.477.
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Figura 111. Cromatogramas de HPLC del extracto en acetona de MmAE, R15 y kaempferol,
registrados a 360 nm, y espectros UV.

|
=3
=
=
0.144 10.750 Peak 1
. : 0.30 3042
Malpighia mexicana
0.124
MmC3R3 020
310 2 A
010d nm
0.10
2% - 0.00
g 200.00 300.00 400.00
0.06] = nm
0.044
o
0.024 (=]
ooot—L Maor b — ~l..._,-l
T T T T T T T T T T T T T T
0.00 200 400 6.00 200 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 28.00

Minutes

Figura 112. Cromatograma de HPLC correspondiente a la fraccion MmC3R3 observado a una
longitud de onda de 310 nm el cual muestra la presencia del pico (1) correspondiente al acido
cumarico.
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Coumaric acid
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Acetone extract

Figura 113. Cromatogramas de HPLC del extracto en acetona de MmAE, R15 y acido cumarico,
registrados a 310 nm, y el espectro UV del compuesto 1.

La estructura del compuesto 2 se caracteriz6 mediante espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H y 13C, lo que confirm¢6 su identidad como kaempferol. El espectro de RMN
de 13C (125 MHz, CDCs) mostré 15 sefiales correspondientes a su estructura molecular, en particular
la sefial del carbonilo conjugado en & 176.54 (C-4), asi como las resonancias caracteristicas de los
carbonos oxigenados en 8 163.90 (C-7), 162.10 (C-9), 160.12 (C-4") y 157.80 (C-5). Asimismo, se
obsetrvaron sefiales aromdticas en 6 146,96 (C-2), 136.59 (C-3), 130.46 (C-2'/6", 123.30 (C-1"), 116.28
(C-3'/5", 104.10 (C-10), 99.08 (C-6) y 94.49 (C-8), en consonancia con los valores descritos para este
flavonol. El espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) revel6 un sistema aromatico de tipo AA'BB'
cotrespondiente al anillo B, con sefiales en 8 8.15 (2H, d, ] = 8.9 Hz, H-2'/6") y 8 7.01 2H, d,] =
8.9 Hz, H-3'/5". Ademas, se observaron dos protones metacoplados del anillo A en 8 6,53 (1H, d, ]
= 1.9 Hz, H-8) y 8 6,27 (1H, d, ] = 2.0 Hz, H-0), asi como una sefial caracteristica del proton
hidroxilo quelado en 8 12.15 (1H, s, OH-5). En conjunto, estos datos espectroscopicos concuerdan

con la estructura del kaempferol descrita en la bibliografia (Figura 114 A y B). El ESI-MS de iones
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positivos tevel6 picos cuasi-moleculares a m/z 287 [M*H]* para la férmula molecular Ci15H11Os

(Figura 115).
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Figura 114. Espectro de resonancia magnética nuclear del kaempferol (2): A (13C RMN, 500 MHz,
acetona-dg), B ('"H RMN, 400 MHz, MeOH-dy).

— 14310
28716
% ’ OH
HO O
CT T
™
N OH
SH
m/z =287 [M+H] +
g_
185.19
127.07
288.23
20096 5142
270.39
304 52
217.34 375.38
SH-3%539 90 265.16 bos g8 | 013 350.32 394.29
0

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 115. Espectro de masas del kaempferol (2).

Curva de calibracion

Las curvas se obtuvieron representando graficamente el AUC medio en funcién de la concentracion
de cada compuesto (Tabla 9). En el caso del acido cumarico (Figura 1106), la relaciéon entre la
concentracion y el AUC mostré una buena linealidad, con una ecuaciéon de regresion lineal de y =
45 330x + 92 149 y un coeficiente de correlaciéon de R* = 0.9988 (Figura 117). De manera similar, el

kaempferol (Figura 116) mostré un comportamiento lineal, con una ecuacion de regresion de y =
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22774x — 62442 y un coeficiente de correlacion de R* = 0.9986 (Figura 118). Estos resultados
demuestran una alta linealidad en todo el rango de concentraciones evaluado, lo que confirma la

tiabilidad y la idoneidad del método analitico para la cuantificaciéon de ambos compuestos.

HO

Figura 116. 1. Acido cumarico. 2. Kaempferol.

Tabla 10. Areas bajo la curva (AUC) y concentraciones del compuesto 1 a 310 nm y del
compuesto 2 a 360 nm en MmAE y R15.

Concentracion
Muestra
[mg/mL]
Acido cumérico MmAE 1.36
R15 3.13
MmAE 3,68
Kaempferol RIS o
Acido cumérico 310 nm
5000000 .
y =45691x + 6@_37-2"
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-_g 3000000 ) .-
O o
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o ¥
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 117. Curva de calibracién del acido cumarico. Coeficiente de correlacion de R?
= 0.9988.
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Figura 118. Curva de calibraciéon del Kaempferol. Coeficiente de correlaciéon de R* =
0.9986.

9.4 Obtencion de hojas de Malpighia mexicana en dos municipios de Morelos
cada mes a lo largo de un afio.

Se obtuvieron las hojas de la especie Malpighia mexicana en el municipio de Tlaltizapan de Zapata en
la comunidad de San Miguel 30 y en el municipio de Tepoztlan en la comunidad de San Andrés de
la Cal, las colectas se llevaron a cabo una vez al mes iniciando en el mes de julio del 2024, siendo la
ultima colecta en el mes de junio del 2025, (Tabla 10), dado que esta especie es un arbol caducifolio
tiende a perder sus hojas en una época del afio debido a esto no se obtuvo material vegetal en los

meses de abril y mayo en el municipio de Tepoztlan.

9.7 Analisis Fitoquimico

Las colectas en Tlaltizapan se realizaron de dos arboles y de Tepoztlan de un solo arbol obteniéndose
34 extractos aceténicos, debido a que en abril y mayo no fue posible encontrar hojas en el arbol de
Tepoztlan. Estos extractos fueron analizados mediante HPLC en los cuales encontramos que los
compuestos que se identificaron mediante cromatografia del extracto integro (acido cumdrico,
kaempferol y un compuesto fenélico) estan presentes en los 3 arboles monitoreados durante un afio,
sin embargo, los arboles metabolizan los compuestos en diferentes épocas del afio y los encontramos

en distintos meses de acuerdo con la zona.
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Tabla 11. Registro de colectas.

Mes y afio de Dia de Dia de colecta
colecta colecta Tepoztlan
Tlaltizapan
Julio-2024 13 13
Agosto-2024 17 17
Septiembre-2024 14 14
Octubre-2024 19 19
Noviembre-2024 16 16
Diciembre-2024 14 14
Enero-2025 15 18
Febrero-2025 19 22
Marzo-2025 19 22
Abril-2025 23 26*
Mayo-2025 12 17*
Junio-2025 18 21

*No se pudo realizar la colecta debido a que el arbol no contaba con hojas

Tabla 12. Registro de la presencia de un compuesto fenolico, del acido cumarico y kaempferol en

las distintas localidades.

Compuestos  Tlaltizapan arbol 1 Tlaltizapan arbol 2 Tepoztlan arbol 3
Meses en los que estan presentes.
Fenolico Marzo Febrero Febrero
Julio Marzo Abril
Septiembre Abril Junio
Julio Julio
Agosto
Acido cumérico Abril Marzo Julio
Septiembre Abril
Julio
Kaempferol Abril Octubre Abril
Agosto Julio
Agosto
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Octubre

10. BIOENSAYOS

10.1 Evaluacion del potencial antidepresivo del extracto aceténico de esquejes de
Malpighia mexicana (MmEAE)

La actividad antidepresiva del extracto acetonico que se obtuvo de la siembra de esquejes de Malpighia

mexicana (MmEAER), fue evaluado mediante las pruebas de nado forzado y suspension por cola.

10.1.1 Prueba de nado forzado MmEAE

El analisis de normalidad mediante la prueba de Shapiro—Wilk indicé que los datos de todos los
grupos experimentales presentaron distribucion normal (p > 0.05). Sin embargo, la prueba de Levene
mostré heterogeneidad de varianzas entre los grupos (F = 9.11, p = 0.0001). A pesar de ello, se
procedi6 con el analisis de varianza de una via (ANOVA), el cual revel6 diferencias significativas
entre tratamientos sobre el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado (F(3,28) = 103.97,

» < 0.0001, n*p = 0.902), indicando un tamano del efecto muy grande.

En la Figura 119 se presenta que el analisis post hoc de Tukey evidencié que los grupos tratados con
el extracto aceténico MmEAE a 50 mg/kg y 200 mg/kg, asi como el grupo tratado con imipramina
(IMI, 15 mg/kg), presentaron una disminucién significativa del tiempo de inmovilidad en
comparacioén con el grupo vehiculo (p < 0.001 en todos los casos). No se observaron diferencias

significativas entre los grupos tratados con el extracto y el grupo IMI (p > 0.05), ni entre las dos

dosis del extracto (p > 0.05).
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Figura 119. Efecto de la administracion oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de nado forzado. *** = p < 0.001
con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media = D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo
(100 uL/10 g); IMI, clothidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 pnl./10 g); MmEAE
Extracto aceténico de los esquejes (50 y 200 mg/kg).

10.1.2 Prueba de suspension por cola

La prueba de Shapiro—Wilk mostré que todos los grupos presentaron distribuciéon normal (p > 0.05).
Asimismo, la prueba de Levene indic6 homogeneidad de varianzas entre grupos (F = 2.35, p =
0.095). El analisis mediante ANOVA de una via revel6 diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos sobre el tiempo de inmovilidad (F(3,28) = 92.55, p < 0.0001, n*p = 0.911),

observandose un tamafio del efecto muy grande.

En la Figura 120 se presenta que el analisis post hoc de Tukey indicé que los grupos tratados con
MmEAE a 50 mg/kg y 200 mg/kg, asi como el grupo IMI (15 mg/kg), presentaron una reduccion
significativa del tiempo de inmovilidad respecto al grupo vehiculo (p < 0.001). No se detectaron
diferencias significativas entre los grupos tratados con el extracto y el grupo IMI, ni entre ambas

dosis del extracto (p > 0.05).
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Figura 120. Efecto de la administracion oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
numero total de cruces de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de suspension por la cola. *** =
» < 0.001 con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media = D.E.) con » = 8.
Veh, vehiculo (100 pul./10 g); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 pl./10
2); MmEAE Extracto acetonico de los esquejes (50 y 200 mg/kg).

10.1.3 Prueba de campo abierto

La prueba de Shapiro—Wilk mostré distribucion normal para la mayoria de los grupos
experimentales; sin embatgo, el grupo MmEAE 50 mg/kg present6 una ligera desviacion de la
normalidad (p = 0.04006). La prueba de Levene indic6 homogeneidad de varianzas entre grupos (F
= 1.50, p = 0.235). El analisis de ANOVA de una via no mostré diferencias significativas entre

tratamientos en el numero total de cruces (F(3,28) = 1.69, p = 0.191, n*p = 0.154).

En la Figura 121 se presenta que el analisis post hoc de Tukey confirmé la ausencia de diferencias
significativas entre el grupo vehiculo y los grupos tratados, asi como entre los distintos tratamientos
experimentales (p > 0.05). Estos resultados sugieren que el efecto observado en las pruebas de nado

forzado y suspension por la cola no se relaciona con alteraciones en la actividad locomotora.
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Figura 121. Efecto de la administracion oral del extracto MmEAE de M. mexicana A. Juss. sobre el
numero total de cruces de los ratones CD-1 expuestos a la prueba de campo abierto. *** = p < 0.001
con ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media = D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo

(100 uL./10 g); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); Veh, vehiculo (100 ul./10 g); MmEAE
Extracto aceténico de los esquejes (50 y 200 mg/kg).

Prueba de convulsiones inducidas por pentilentetrazol (PTZt)

Tras la administracién de pentilentetrazol (PTZ, 100 mg/kg), el grupo que recibi6 el vehiculo
presenté un inicio rapido de las convulsiones y la muerte. El curso temporal de la respuesta
convulsiva fue notablemente diferente en los grupos que recibieron diazepam (DZP, 1 mg/kg) y el
extracto MmEAE (50 y 200 mg/kg) en comparacién con el grupo del vehiculo. Tanto en el
tratamiento con DZP como con MmEAE (50 y 200 mg/kg), las cutvas de supetvivencia se
desplazaron hacia la derecha y murieron menos animales durante el periodo de observacion en

comparacion con el grupo del vehiculo.

Las curvas de supervivencia, estimadas mediante el método de Kaplan-Meier y comparadas mediante
la prueba de Log-rank utilizando al grupo Veh como control negativo, evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados (Figura 122). El grupo tratado con DZP mostré una
supervivencia significativamente mayor en comparacion con el grupo Veh (Log-rank: y* = 17.0; p =

0.0001). De manera similar, los animales tratados con MmEAE a dosis de 50 mg/kg presentaron un
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incremento significativo en la supervivencia respecto al grupo Veh (Log-rank: > = 17.0; p < 0.0001).
La dosis de MmAE de 200 mg/kg muestra una supervivencia intermedia, algunos animales mueren
durante el ensayo, mientras que otros sobreviven hasta el final. Cutiosamente, la dosis de 200 mg/kg

patece menos protectora que la de 50 mg/kg, sugiriendo una posible respuesta no lineal dosis-efecto.
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Figura 122. Curvas de supervivencia estimadas mediante el método de Kaplan-Meier en el modelo
de convulsiones agudas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). Los animales fueron pretratados con
vehiculo (barra negra), diazepam (DZP, 1 mg/kg; batra roja) o extracto MmEAE (50 mg/kg, batra
amatrilla; 200 mg/kg, barra verde) antes de la administracién de PTZ. El grupo tratado con vehiculo
presentd una rapida apariciéon de las convulsiones y una mediana de supervivencia de 285 s. En
contraste, los animales tratados con DZP o con MmEAE (50 mg/kg) sobtevivieron durante todo el
periodo de observacion, por lo que no fue posible estimar la mediana de supervivencia en estos
grupos. Las areas sombreadas corresponden a los intervalos de confianza del 95%. El analisis
mediante la prueba de Log-rank revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados y el grupo
vehiculo (y* = 17.0; p < 0.001). Se evaluaron ocho animales por grupo (7 = 8).
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Numero de convulsiones

El analisis de varianza de una via revel6 diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales para el nimero de convulsiones ténicas inducidas por PTZ (F(3,28)=35.97, p <
0.001). El tamafio del efecto fue muy grande (n*p=0.788), lo que indica que el tratamiento explico
aproximadamente el 78.8% de la variabilidad total observada. Estos resultados sugieren que la
administracion de MmEAE y del farmaco de referencia modificé significativamente la expresion de
las convulsiones tonicas en comparacion con el grupo vehiculo. Para el parametro de convulsiones
clonicas se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos respecto al
numero de convulsiones clonicas inducidas por pentilentetrazol (F(3,28)=14.48, p < 0.001). El
tamafio del efecto fue grande (n*p=0.600), indicando que aproximadamente el 60.0% de la
variabilidad de esta variable fue explicada por el tratamiento. Estos hallazgos evidencian una

influencia importante de los tratamientos sobre la severidad de las manifestaciones clonicas inducidas
por PTZ.

Para el parametro latencia de las convulsiones ténicas el analisis de varianza no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales en la latencia de aparicion de las
convulsiones tonicas (F(3,28)=2.70, p = 0.065). Aunque el tamafio del efecto fue moderado
(n*p=0.225), las diferencias observadas no alcanzaron el criterio convencional de significancia
estadistica. Por lo tanto, no puede concluirse que los tratamientos modificaran de manera
significativa el tiempo de aparicion de las convulsiones tonicas inducidas por PTZ. En el parametro
de latencia de convulsiones clénicas el tratamiento ejercié un efecto altamente significativo sobre la
latencia de aparicion de las convulsiones clonicas inducidas por pentilentetrazol (F(3,28)=725.63, p
< 0.001). El tamafio del efecto fue extremadamente grande (n*p=0.987), indicando que el 98.7% de
la variabilidad observada en esta variable fue atribuible a los tratamientos evaluados. Estos resultados
sugieren una marcada capacidad de los tratamientos para retrasar la aparicién de las convulsiones

clonicas inducidas por PTZ (Tabla 12).
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Tabla 13. Efectos de los tratamientos sobre la incidencia y la latencia de las crisis convulsivas en
el modelo experimental de pentilentetrazol.

, Latencia de la Latencia de la
Numero de

Tratamiento Numero de Numero de . primera primera
c g s s convulsiones ., .,
(mg/kg) crisis tonicas  crisis clonicas total convulsion convulsion
otales L .
tonica (s) clonica (s)

Veh (100 uL/10g)  63.88 £16.80= 19.00 £07.89+ 7271 £05.252 58.63 + 04572 7225 £28.11%

DZP (1) 2513 £0827< 01.88£01.13%> 25.63 £10.03¢ 76.13+05.30> 49525+ (09.39 ¢
117.13 + 14.25
MmEAE (50) 37.25+18.84> 0525*01.98b 3725+ 18.84> 7150 £10.61P b

MmEAE (200) 24.75£1095¢ 03.25+01.67> 24.75+1095¢ 70.88+1243b 117.63 £ 24.58>

Los resultados se presentan como media & desviacién estandar (D.E.). La presencia de letras superindices
diferentes en una misma columna indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
evaluados, segun el analisis ANOVA de una via y la prueba de comparaciones multiples de Tukey (« =
0.05). Veh: vehiculo; DZP: diazepam; MmEAE: extracto acetonico de los esquejes.

10.2 Evaluacién del potencial antidepresivo de la fraccion R15
10.2.1 Prueba de nado forzado de la fraccion R15

El tiempo de inmovilidad vari6é de forma significativa entre los grupos de tratamiento. Un ANOVA
unidireccional revelé un efecto principal del tratamiento sobre la inmovilidad, F(3, 28) = 261.35, p
< 0.001, con un tamano del efecto muy grande (n*p = 0.966). La Figura 123 muestra que el grupo
Veh presento los niveles mas altos de inmovilidad (278.25 * 7.76 s), mientras que el grupo IMI (15
mg/kg) tuvo una media de 117.00 = 8.09 s. Este resultado es estadisticamente significativo en
comparacion con el grupo Veh (p < 0.001). R15 (50 mg/kg) también redujo significativamente el
tiempo de inmovilidad (63.38 = 15.29 s) en comparacién con el grupo Veh (p < 0.001). De manera
similar, R15 (200 mg/kg) redujo significativamente el tiempo de inmovilidad (57.38 £ 30.67 s) en
comparacioén con el grupo Veh (p < 0.001). La reduccién del tiempo de inmovilidad para las dos

dosis de R15 difiri6 del grupo IMI (p < 0.001).

70



kskoskok

*okokk
400 *ekokok

w *okokok

o sofskok

34}

= 300

8 =

£

o

= 200

o

Q.

5

2
100 e

==

Veh IMI (15) R15(50) R15(200)
(100 pL/10 g)

—tm

Tratamiento (mg/kg)

Figura 123. Efecto de la administraciéon oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de nado forzado. *** = p < 0.001 con ANOVA
unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media * D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo (100 uL./10
2); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fracciéon R15 (50 y 200 mg/kg).

10.2.2 Prueba de suspension por la cola de la fraccién R15

En la prueba de suspension por la cola, la duracion de la inmovilidad varié de forma significativa
entre los grupos, lo que puso de manifiesto un efecto principal del tratamiento en un ANOVA
unidireccional (F(3, 28) = 172.67, p < 0.001), con un tamano del efecto muy grande (n*p = 0.949).
La Figura 124 muestra que el grupo Veh presenté los niveles mas altos de inmovilidad (190.88 *
14,02 s), el grupo IMI (15 mg/kg) tuvo una media de 56.25 = 14.69 s; este tresultado es
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo Veh (p < 0.001), R15 (50 mg/kg) también
redujo significativamente el tiempo de inmovilidad (95.25 £ 09.88 s) en comparacion con el grupo
Veh (p < 0.001); de manera similar, el R15 (200 mg/kg) redujo significativamente el tiempo de
inmovilidad (95.12 £ 9.96 s) en comparacioén con el grupo Veh (p < 0.001). La reduccion del tiempo
de inmovilidad para las dos dosis de R15 difiri6 de la del grupo IMI (p < 0.001).
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Figura 124. Efecto de la administraciéon oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de suspension por la cola. *** = p < 0.001 con
ANOVA unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media £ D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo
(100 uLL/10 g); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fraccion R15 (50 y 200 mg/kg).

10.2.3 Prueba de campo abierto

El namero total de cruces no varié entre los grupos experimentales. El ANOVA unidireccional no

revel6 que los tratamientos alteraran la locomocion (F(3, 28) = 0,497, p = 0.687; n*p = 0.051).
q P mp

Ademas, el andlisis post hoc de Tukey no identificé diferencias entre pares de grupos (todas las

comparaciones p > 0.05). Estos datos sugieren que los tratamientos no alteraron la actividad

locomotora en las condiciones evaluadas (Figura 125).
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Figura 125. Efecto de la administraciéon oral de la fraccion R15 de M. mexicana A. Juss. sobre el
tiempo de inmovilidad de ratones CD-1 en la prueba de campo abierto. *** = p < 0.001 con ANOVA
unidireccional seguida de la prueba de Tukey (media + D.E.) con » = 8. Veh, vehiculo (100 uL./10
2); IMI, clorhidrato de Imipramina (15 mg/kg); R15, fracciéon R15 (50 y 200 mg/kg).

Prueba de convulsiones inducidas por pentilentetrazol (PTZt)

Tras la administracién de pentilentetrazol (PTZ, 100 mg/kg), el grupo que trecibi6 el vehiculo
presenté un inicio rapido de las convulsiones y la muerte. El curso temporal de la respuesta
convulsiva fue notablemente diferente en los grupos que recibieron diazepam (DZP, 1 mg/kg) y la
fraccion R15 (50 y 200 mg/kg) en comparacion con el grupo del vehiculo. Tanto en el tratamiento
con DZP como con R15, las curvas de supervivencia se desplazaron hacia la derecha y murieron

menos animales durante el periodo de observacion en comparacion con el grupo del vehiculo (Tabla

13).

Las curvas de supervivencia, estimadas mediante el método de Kaplan-Meier y comparadas mediante

la prueba de Log-rank utilizando al grupo Veh como control negativo, evidenciaron diferencias
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significativas entre los tratamientos evaluados. El grupo tratado con DZP mostré una supervivencia
significativamente mayor en comparacion con el grupo Veh (Log-rank: y* = 17,0; p = 0.0001). De
manera similar, los animales tratados con R15 a dosis de 50 y 200 mg/kg presentaron un incremento
significativo en la supervivencia respecto al grupo Veh (Log-rank: y*> = 17,0; p < 0.0001 para ambas

dosis).

En los grupos DZP y R15 no fue posible determinar la mediana de supervivencia, debido a que
menos del 50% de los animales fallecieron durante el periodo de observaciéon. En contraste, en el
grupo Veh se registr6 la muerte de la totalidad de los animales evaluados, lo que permitié estimar

una mediana de supervivencia de 277 s.

Estos resultados sugieren un efecto protector significativo tanto de DZP como de R15 frente a las
convulsiones y la mortalidad inducidas por PTZ. La Figura 126 presenta la comparacion de las curvas
de supervivencia, donde se observa que los tratamientos DZP (1 mg/kg), R15 (50 mg/kg) y R15
(200 mg/ke) difieren significativamente del grupo Veh.

Tabla 14. Analisis de supervivencia estimado mediante el método de Kaplan-Meier y comparacion
de las curvas de supervivencia mediante la prueba de Log-rank entre los grupos experimentales y el
grupo control en el modelo de convulsiones inducidas por pentilentetrazol.

Supervivencia L
og-rank

Tratamiento/Grupos N (en 95% CI p-value

2

segundos) )

Veh 8 277 237-340 — —

DZP 1 mg/kg 8 NR NR 17.0 < 0.001
R15 50 mg/kg 8 NR NR 17.0 < 0.001
R15 200 mg/kg 8 NR NR 17.0 < 0.001

Abreviaturas: Veh, vehiculo; DZP, diazepam; R15, fraccion R15; NR, no alcanzado; IC, intervalo de
confianza. Todas las comparaciones se han realizado con respecto al grupo de control con vehiculo
mediante la prueba de Log-rank. Un valor de p < 0.001 indica significacion estadistica con un nivel

de o = 0.05.
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Figura 126. Curvas de supervivencia estimadas mediante el método de Kaplan-Meier en el modelo
de convulsiones agudas inducidas por pentilentetrazol (PTZ). Los animales fueron pretratados con
vehiculo (barra negra), diazepam (DZP, 1 mg/kg; barra roja) o extracto R15 (50 mg/kg, batra
amatrilla; 200 mg/kg, barra verde) antes de la administracién de PTZ. El grupo tratado con vehiculo
present6 una rapida apariciéon de las convulsiones y una mediana de supervivencia de 277 s. En
contraste, los animales tratados con DZP o con R15 (50 y 200 mg/kg) sobrevivieron durante todo
el periodo de observacion, por lo que no fue posible estimar la mediana de supervivencia en estos
grupos. Las areas sombreadas corresponden a los intervalos de confianza del 95%. El analisis
mediante la prueba de Log-rank revel6 diferencias significativas entre los grupos tratados y el grupo
vehiculo (y* = 17.0; p < 0.001). Se evaluaron ocho animales por grupo (7 = 8).

10.2.4 N\imero de convulsiones

La Tabla 14 muestra los resultados del analisis del nimero de convulsiones mediante un ANOVA
unidireccional seguido de una prueba post hoc de Tukey. En cuanto al numero total de convulsiones,
se observo un efecto significativo del tratamiento (F = 50.516, p < 0.0001; n*p = 0.844). Los grupos
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tratados con R15 (50 mg/kg) y R15 (200 mg/kg) mostraron una reduccién significativa en
comparaciéon con el grupo Veh (p < 0.05), sin diferencias entre las dos dosis (p > 0.05), mientras que
el DZP (1 mg/kg) mostrd una mayor reduccion (p < 0.0001). En cuanto a las crisis tonicas, también
se detect6 un efecto del tratamiento (F = 42.111, p < 0.0001; n*p = 0.819), con un patrén similar:
los grupos tratados con R15 (50 mg/kg) y R15 (200 mg/kg) mostraron una reduccién significativa
de las crisis tonicas en comparacion con el grupo Veh (p < 0.05), sin diferencias entre las dos dosis
(p > 0.05), mientras que el DZP (1 mg/kg) mostré una mayor reduccién de las crisis (p < 0.0001).
En cuanto al parametro de las crisis clonicas, se observé un efecto global significativo (F = 3.785, p
= 0.021; »*p = 0.289); el DZP (1 mg/ke) redujo significativamente (p < 0.05) el nimero de
convulsiones en comparacién con Veh y R15 (50 y 200 mg/kg), y no hubo diferencias significativas
entre las dos dosis de R15 (p > 0.05).

Tabla 15. Efectos de los tratamientos sobre la incidencia y la latencia de las crisis convulsivas
en el modelo experimental de pentilentetrazol

. Tiempo de
. . Tiempo de !
. , Numero Numero total ] latencia hasta
Tratamiento/ Numero de . . latencia hasta .
rupos crisis tonic de crisis de la primer las primeras
grup as clonicas incautaciones . - P NCT  crisis clénicas
crisis tonica (s) ©)
Veh 67.38 £ 0550 0438 £01.41°* 7275+ 04.80" 63.63 £ 04.57" 88.75 £ 13.54*

DZP 1 mg/kg 2513+ 0827" 01.88+01.13" 25.63 +10.03> 119.25 + 10.10 > 495.25 + 09.39 ®
R1550 mg/kg 42,50 £ 10.10 ¢ 03.63 £ 02.20 * 46.38 = 09.33 ¢ 106.38 + 07.05 ¢ 110.00 £ 09.09 ©
R15200 mg/kg 4938 + 05.60 © 02.88 + 01.25* 52.25 % 05.18 ¢ 121.88 £ 10.71 > 126.88 + 11.67 ¢

Los resultados se presentan como media * desviacion estandar (D.E.). La presencia de letras superindices
diferentes en una misma columna indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
evaluados, segun el analisis ANOVA de una via y la prueba de comparaciones maltiples de Tukey (o = 0.05).
Veh: vehiculo; DZP: diazepam; R15: fracciéon R15.

Capitulo 6

11 DISCUSION
La depresion es un trastorno comun que afecta a millones de personas en todo el mundo. Este se
caracteriza por un estado de animo persistentemente bajo, asi como la perdida de interés en
actividades diarias, alteraciones en el suefio y el apetito, dificultades cognitivas y, en casos severos,

pensamientos suicidas (American Psychiatric Association, 2013). La Organizaciéon Mundial de la
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Salud considera la depresion como una de las principales causas de discapacidad global, subrayando
su impacto tanto individual como social (Wotld Health Organization, 2021). En cuanto al
tratamiento los antidepresivos, como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina,
ayudan a corregir los desequilibrios neuroquimicos implicados en el trastorno (Kupfer et al., 2012).
En México, M. mexicana se utiliza en la medicina tradicional para tratar problemas digestivos,
molestias estomacales y trastornos nerviosos. Se ha demostrado que un extracto acetoénico de esta
especie presenta actividad neurofarmacoldgica con efectos ansioliticos, sedantes, hipnoticos y
anticonvulsivos (Avilés-Montes et al., 2023). De manera similar, otras especies de la misma familia
como Malpighia emarginata han sido objeto de estudios por sus propiedades medicinales y

nutricionales, lo que sugiere que esta familia podria tener potencial terapéutico (Jiménez-Ortega et

al., 2022; Aguilera-Arango,2020).

En el presente estudio se evalud el potencial antidepresivo y anticonvulsivo del extracto acetonico
obtenido de esquejes propagados vegetativamente (MmEAE) y de la fraccion R15 obtenida del
extracto acetonico de hoja silvestres. Los analisis cromatograficos realizados mediante CCF y HPLC
evidenciaron la presencia de compuestos fenoélicos y flavonoides, identificandose particularmente
acido cumarico y kaempferol en la fracciéon R15. Estos resultados coinciden con reportes previos
realizados en especies de la familia Malpighiaceae, donde se han identificado flavonoles, derivados
hidroxicinamicos y compuestos fenodlicos asociados con actividad neurofarmacolégica (Bueno-
Quevedo, 2017; Mohamed, A. M., 2021). Cabe mencionar que el kaempferol es un compuesto con

propiedades neuroprotectoras anticancerigenas, antioxidantes y hepatoprotectoras, (Bangar et al.,

2023).

Uno de los hallazgos mas relevantes de esta investigacion fue demostrar que el extracto MmEAE
obtenido a partir de plantas propagadas mediante esquejes, conservo actividad bioldgica significativa
en los modelos murinos evaluados. En las pruebas de nado forzado y suspension por la cola, las
dosis de 50 y 200 mg/kg disminuyeron significativamente el tiempo de inmovilidad respecto al grupo
vehiculo, mostrando efectos comparables al tratamiento con imipramina. Estos resultados sugieren
que la propagacion vegetativa permitié conservar metabolitos secundarios con actividad sobre el
sistema nervioso central, particularmente compuestos fendlicos y flavonoides relacionados con
mecanismos antidepresivos. LLa ausencia de diferencias significativas en la prueba de campo abierto

indica que el efecto observado en las pruebas conductuales no estuvo asociado a un incremento
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inespecifico de la actividad locomotora. Este aspecto es particularmente importante desde el punto
de vista farmacologico, ya que permite descartar un efecto estimulante motor y fortalece la hipotesis

de un verdadero efecto del tipo antidepresivo.

Diversos estudios han demostrado que los flavonoides tienen una gama amplia de actividades
biolégicas entre las que se destacan su actividad antiinflamatorios y neuroprotectores (Panche et al.,
2016), ademas de propiedades antidepresivas, ansioliticas y anticonvulsivas reportadas en modelos

animales (Kumar & Pandey, 2013).

El hecho de que MmEAE presentara actividad significativa aun cuando fue obtenido de material
propagado mediante esquejes tiene gran relevancia biologica y ecolégica. La propagacion vegetativa
constituye una estrategia sustentable que permite disminuir la presiéon de extracciéon sobre
poblaciones  silvestres, conservando simultaneamente las caracteristicas fitoquimicas vy
farmacologicas de la especie. En este trabajo, los extractos MmEAE obtenidos de las cuatro colectas
estacionales mostraron presencia de compuestos flavonoides mediante HPLC, lo que sugiere
estabilidad parcial en la produccién de metabolitos secundarios a pesar de las variaciones

ambientales.

Un estudio realizado con un extracto etandélico con la especie Byrsonima intermedia perteneciente a la
familia Malpighiaceae evalu6 el efecto antidepresivo en modelos murinos utilizando una dosis de
300 mg/kg el cual tuvo actividad antidepresiva significativa en la prueba de nado forzado reduciendo
el tiempo de inmovilidad con resultados comparables a farmacos estandar, Souza-Moreira, et al.,
(2011) atribuyen el efecto antidepresivo principalmente a los flavonoides presentes en el extracto

debido a su capacidad antioxidante y a su posible interacciéon con sistemas monoaminérgicos.

Los resultados obtenidos también coinciden con investigaciones realizadas en otras especies de
Malpighiaceae. Souza-Moreira et al. (2011) reportaron actividad antidepresiva significativa en
extractos de Byrsonima intermedia, atribuyendo dicho efecto a flavonoides con capacidad antioxidante
y posible interaccién sobre sistemas monoaminérgicos. Asimismo, Silva et al. (2011) demostraron

que fracciones ricas en flavonoides y acidos fendlicos de Byrsonima verbascifolia disminuyeron
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significativamente el tiempo de inmovilidad en modelos de nado forzado y suspension por la cola.
Estos antecedentes respaldan la hipétesis de que los metabolitos fendlicos presentes en M. mexicana

participan directamente en la actividad antidepresiva observada.

Respecto a la actividad anticonvulsiva, el extracto MmEAE mostré efectos protectores en el modelo
de convulsiones inducidas con pentilentetrazol, disminuyendo significativamente la frecuencia de
convulsiones toénicas y aumentando la supervivencia de los animales experimentales.
Particularmente, la dosis de 50 mg/kg presenté una proteccion del 100%, lo que sugiere que dosis
moderadas podrian generar una respuesta farmacolégica mas eficiente. El modelo de pentilentetrazol
es ampliamente utilizado para evaluar compuestos con posible accién sobre neurotransmision
inhibitoria tipo GABAérgica, por lo que los resultados sugieren que los metabolitos fendlicos
presentes en MmEAE podrian modular mecanismos inhibitorios del sistema nervioso central.
Nieto Camacho, 2013 mostrd que un extracto metandlico de Hezeropterys brachiata presento actividad
anticonvulsiva en ratones a una dosis de 500 mg/kg, lo que indica que la especie M. mexicana tiene
un mejor efecto anticonvulsivo a dosis mds bajas (50, 200 mg/kg) a pesar de que ya se han
identificado efectos depresores en la actividad del sistema nervioso central no habia sido evaluado

el potencial anticonvulsivo de esta especie.

Por otra parte, la fraccion R15 mostré una actividad anticonvulsiva importante al disminuir las crisis
tonicas y aumentar la latencia convulsiva. La identificacién de kaempferol y acido cumarico en esta
fracciéon resulta relevante, ya que ambos compuestos han sido reportados previamente con
propiedades antioxidantes, neuroprotectoras y moduladoras de neurotransmisores. Particularmente,
el kaempferol ha demostrado efectos neuroprotectores relacionados con la disminucion del estrés
oxidativo y la neuroinflamacién, mecanismos estrechamente vinculados con la fisiopatologia tanto

de la depresion como de la epilepsia.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que Malpighia mexicana constituye
una fuente importante de metabolitos bioactivos con potencial neurofarmacolégico. Ademas,
evidencian que la propagacién vegetativa mediante esquejes representa una estrategia viable para

conservar tanto la especie como su capacidad biosintética de compuestos fendlicos y flavonoides
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con actividad biolégica. Estos hallazgos fortalecen el sustento cientifico del uso tradicional de M.
mexicana y abren perspectivas para futuros estudios enfocados en el aislamiento de compuestos
activos, elucidaciéon de mecanismos de accién y desarrollo de fitomedicamentos dirigidos al

tratamiento de trastornos del sistema nervioso central.
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Capitulo 7

12 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que Malpighia mexicana A. Juss.
constituye una fuente importante de metabolitos secundarios con potencial
neurofarmacolégico, particularmente compuestos fenodlicos y flavonoides asociados con
actividad antidepresiva y anticonvulsiva. Asimismo, esta investigaciéon aporta evidencia
cientifica que respalda el uso tradicional de esta especie en el tratamiento de trastornos
relacionados con el sistema nervioso central.

Ila propagacion vegetativa mediante esquejes resulté una estrategia viable para la
conservacion y aprovechamiento sustentable de M. mexicana, ya que las plantas propagadas
conservaron la capacidad de biosintetizar metabolitos fendlicos a lo largo del ciclo anual. Los
analisis cromatograficos realizados mediante CCF y HPLC permitieron identificar la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en los extractos obtenidos de las colectas
estacionales y del material propagado.

El analisis fitoquimico revel6 la presencia de acido cumarico, kaempferol y otros compuestos
fendlicos tanto en el extracto aceténico como en la fraccion R15. El aislamiento e
identificaciéon de kaempferol mediante HPLC y RMN representa un hallazgo relevante,
debido a que este flavonoide ha sido ampliamente relacionado con propiedades antioxidantes,
neuroprotectoras y moduladoras del sistema nervioso central.

El extracto aceténico obtenido de esquejes propagados vegetativamente (MmEAE) presento
actividad antidepresiva significativa en los modelos de nado forzado y suspensién por la cola,
evidenciada por la disminucién del tiempo de inmovilidad en ratones CD-1 tratados con dosis
de 50 y 200 mg/kg. Dichos efectos fueron comparables a los obsetvados con imipramina,
farmaco de referencia empleado como control positivo.

La ausencia de diferencias significativas en la prueba de campo abierto indicé que la reduccion
del tiempo de inmovilidad no estuvo asociada con alteraciones en la actividad locomotora, lo
que fortalece la interpretacion farmacolédgica de un verdadero efecto tipo antidepresivo y

descarta un efecto estimulante inespecifico sobre el sistema motor.
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En el modelo de convulsiones inducidas con pentilentetrazol, el extracto MmEAE mostréd
actividad anticonvulsiva significativa al disminuir la frecuencia de convulsiones ténicas y
aumentar la supetvivencia de los animales expetimentales. La dosis de 50 mg/kg presento el
mejor efecto protector, alcanzando una supervivencia del 100%, lo que sugiere una alta
potencia biolégica a dosis moderadas.

La fraccion R15 también present6 actividad neurofarmacolégica relevante, ya que redujo
significativamente el tiempo de inmovilidad en las pruebas conductuales y disminuyo la
incidencia de convulsiones ténicas en el modelo de pentilentetrazol. Estos resultados sugieren
que los compuestos fendlicos presentes en dicha fraccion participan de manera importante
en la actividad biologica observada.

En conjunto, los hallazgos de esta investigacion demuestran que M. mwexicana, tanto en estado
silvestre como propagada mediante esquejes, conserva la capacidad de producir metabolitos
secundarios con potencial terapéutico sobre trastornos neuropsiquiatricos y convulsivos.
Ademas, este estudio establece bases cientificas para futuras investigaciones dirigidas al
aislamiento de compuestos bioactivos, elucidacién de mecanismos de accién y desarrollo de

fitomedicamentos derivados de esta especie vegetal.

82



AU

Capitulo 8

0.050+
arbol 1 Tlaltizapan 8.881 Paak 1
Malpighia mexicana i
008 Abril 2025
310nm
0.0304
acido cumarico
g
= 0.0204 o
=<

0.0104

0.0004

-0.0104

LI B R . O Z N P A . 7 S A O, A7 S, PRS-, IS S ZA, O e I A 20T A A A, 7|
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 304
Minutes
Anexo 1. HPLC arbol 1, Tlaltizapan, abril, contenido de acido cumarico.
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Anexo 2. HPLC arbol 2, Tlaltizapan, abril, contenido de acido cumarico.
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Anexo 3. Cromatograma de HPLC correspondiente al extracto aceténico de Malpighia mexicana de
esquejes (MmEAE) en una longitud de onda de 260 nm.
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