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Resumen

Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa son especies presentes en la Reserva de la Biosfera
Los Petenes, Campeche, México, y cuentan con reportes de usos tradicionales en la salud humana. El presente trabajo
plantea identificar la especie idonea para la busqueda de entidades quimicas con aplicaciones terapéuticas. Las hojas de L.
racemosa tienen el mejor rendimiento de extraccion metandlica (35.29+0.45%); mediante espectroscopia y métodos
quimicos se identifica una gran diversidad de familias de metabolitos secundarios en todas las especies. El mayor
contenido de clorofilas (0.27+0.03 mg/g), carotenoides (0.015+0.002 mg/g) y fenoles simples (0.79+0.001 mg/g eq. AG)
se registra en R. mangle y flavonoides (0.228+0.001 mg/g eq. Q) en A. germinans. L. racemosa presenta la mejor
actividad antioxidante en el modelo de DPPH (CEs,: 59.2 pg/mL; E,,,: 68.8£1.6%), sin embargo, es menor a C. sinensis
(CEsq: 4.85 pg/mL; E . 93.37+0.14%). Finalmente, mediante FTIR se identifica la presencia de AG, Q y catequina (C)
en R. mangle y se estima un 0.33 y 0.73% de AG en R. mangle y A. germinans, respectivamente. L. racemosa es la
especie idonea para el desarrollo de un estudio fitoquimico biodirigido orientado a la identificacion de entidades quimicas
no polifenodlicas con actividad antioxidante.
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hojas de R. mangle se emplean para aliviar la diarrea, en
infecciones por hongos, como antiséptico, en la
elefantiasis, disenteria, lepra, fracturas de huesos,
tuberculosis, dolor de muelas y diabetes. La corteza de L.
racemosa se emplean como cicatrizante y en la
claboracion de jabon. Corteza, hojas y frutos de A.
germinans se emplea como astringente, en la malaria, en
hemorroides, reumatismos, en la hinchazén, dolor de
garganta, en la incontinencia, dolor de pecho y en ulceras
bucales [4,7]. La medicina tradicional de Campeche

1. Introducciéon

Los manglares son comunidades de importancia
ecologica conformada por arboles o arbustos que crecen
en las zonas costeras salobres, zonas fangosas y suelos
rocosos [1]. En México, la Reserva de la Biosfera Los
Petenes (RBLP) se localiza en la franja costera del estado
de Campeche al noroeste de la Peninsula de Yucatén,
presenta petenes conformados por bosque subcaducifolio
y manglares [2]. En la RBLP predominan comunidades

de manglar de tipo borde y cuenca (42.2% de la
superficie terrestre) [3].

A nivel global, especialmente en paises del sureste
asiatico, se han documentado aspectos taxondmicos, de
distribucion, morfoldgicos, etnobotanicos, fitoquimicos y
farmacologicos de especies asociadas al manglar (84
especies) y se identifican 27 especies con usos
medicinales tradicionales [4]. En la RBLP se reporta la
presencia de Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae),
Laguncularia  racemosa (L.) C. F. Gaertn.
(Combretaceae), Avicennia  germinans (L.) L.
(Acanthaceae) y Conocarpus erectus L. (Combretaceae)
[5] entre otras especies, las cuales sufren el impacto de la
modificacion del flujo de agua, la deforestacion,
contaminacion organica y presencia de desechos solidos,
contaminacion quimica, entre otros factores [6] que
modifican su fisiologia y desarrollo.

Desde una perspectiva etnomédica, las raices, corteza y

adquiere relevancia por la diversidad de especies
vegetales, la herencia cultural Maya, la migracion de
grupos étnicos [8] y por los estudios cientificos que
validan el uso tradicional de la flora.

Actualmente, las hojas de R. mangle, L. racemosa y A.
germinans cuentan con estudios fitoquimicos y
farmacologicos que apoyan la validacion del uso
tradicional [4]. En este sentido, se reporta la presencia de
taninos, triterpenos, flavonoides, glicosidos de
flavonoides en R. mangle [9,10]; polifenoles, taninos,
saponinas, esteroides, cumarinas en L. racemosa [11,12]
y en A. germinans se reporta la presencia de glicosidos
[13]. De igual forma, ensayos in vitro han demostrado
actividad antioxidante (DPPH, FRAP y SO) inducida por
los extractos de R. mangle [14,15]; inhibicion de proteina
quinasa por L. racemosa [12] y actividad antimicrobiana
por extractos A. germinans [16].

A pesar de los amplios trabajos realizados con las
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especies, se requiere reforzar los estudios fitoquimicos y
farmacologicos de R. mangle (mangle rojo), L. racemosa
(mangle blanco) y A. germinans (mangle negro)
desarrollados en la RBLP. En este sentido, el presente
trabajo plantea identificar la especie idonea para la
busqueda de entidades quimicas con aplicaciones al
control del estrés oxidativo asociado a procesos
patologicos de inflamacion, dolor, diabetes, hipertension,
entre otros.

2. Parte experimental

Hojas de R. mangle, L. racemosa, A. germinans fueron
colectadas en Peten Neyac, Campeche, México;
depositadas e identificadas en el Herbario CIHyS-
UACAM. El material se seco a temperatura ambiente, a
la sombra y se molio; finalmente, se resguardo bajo las
recomendaciones de la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos [17].

Los extractos se obtuvieron via maceracion (2g:40mL.
m/Vol; MeOH; 24 h; 25°C), se filtraron, secaron y
almacenaron en refrigeracion (5°C); la variacion en el
rendimiento se determindé mediante un método
gravimétrico.

El analisis fitoquimico cualitativo se llevdo a cabo
mediante el empleo del indice de espuma (saponinas),
reaccion de Meyer y Dragendorff (alcaloides), de
Liebermann-Burchard (esteroles insaturados y triterpenos
pentaciclicos), de Baljet (cumarinas), acido picrico en
Na,CO;  (glucdsidos  cianogénicos), acido  3,5-
dinitrobenzoico/KOH (glucdsidos cardiotonicos), FeCl,

(polifenoles), HCI/Mg** (flavonoides),
KOH/CH;3;CH,COOH/ C4H¢/NH;0H  (antraquinonas)
[18].

Los extractos se examinaron en la regiéon UV-Vis [19] y
por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR) [20]. La determinacion de clorofilas y
carotenoides se llevo de acuerdo con lo descrito por
[21,22]. Fenoles simples equivalentes al acido galico
(AG, 1) y flavonoides equivalentes a quercetina (Q, 2) se
llevd a cabo de acuerdo con [23,24]. La actividad
antioxidante bajo el modelo del DPPH se llevd a cabo de
acuerdo con lo descrito por [23]. Finalmente, soluciones
de los extractos metandlicos de Camellia sinensis (1-50
pg/mL) y del &cido galico (1-6 png/mL) se emplearon
como controles positivos.

Todas las muestras en estudio se realizaron con tres
experimentos independientes y tres réplicas cada uno.
Los graficos se construyeron mediante el empleo de
Origin 8.0 y se desarrolld un analisis de varianza
(ANOVA); valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

3. Resultados y discusion

L. racemosa registra un mayor rendimiento de extraccion
metanolica (35.29+0.45%), con respecto al registro de R.
mangle (19.49+1.35%) y A. germinans (20.01+1.51%).
La evaluacion cualitativa quimica permite identificar la
presencia de alcaloides, esteroles insaturados, polifenoles
simples, glucésidos cardiacos y  cianogénicos,
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flavonoides y saponinas en los extractos metanolicos
derivados de las hojas de L. racemosa, R. mangle y A.
germinans.

La clorofila, los carotenoides, asi como las antocianinas,
betalainas y flavonoides se destacan como pigmentos
vegetales lipo- e hidrosolubles [25]. El analisis de la
region UV-Vis permite la estimacion de clorofilas y
carotenoides en R. mangle (0.27+£0.03 y 0.015+0.002
mg/g), L. racemosa (0.12+0.02 y 0.007+ 0.003 mg/g) y
en A. germinans (0.20+0.03 y 0.009+0.002 mg/g). Los
mejores rendimientos se registran en R. mangle, sin
embargo, su valoracion requiere ser llevada a cabo en
material fresco y el empleo de acetona al 80% a 5°C,
sistema de extraccion ampliamente reconocido en la
extraccion y estimacion de pigmentos liposolubles [26].
Los espectros FTIR de los extractos secos de R. mangle,
L. racemosa y A. germinans describen seis bandas en la
region de grupos funcionales y en ellas se observan sobre
tonos y/o superposiciones que estan relacionados con la
abundancia y diversidad de los grupos funcionales
presentes en los metabolitos secundarios presentes en los
extractos (Figura 1).

En la banda 3286.89£52.59 cm” se identifican
estrechamientos de R-OH tipicos en agua, alcoholes,
fenoles, flavonoides, amidas. Las bandas 2924.09+3.23 y
285141 cm’' corresponde a  vibraciones de
estrechamiento y deformantes de R-CH; y R-CH,
presentes en lipidos, derivados metoxilados, aldehidos.
Entre 1800-1600 cm™, las vibraciones a 1653 cm™ se
relacionan con estrechamiento -C=0 presentes en amidas
primarias, cetonas, aldehidos, ésteres de acidos grasos
libres; la presencia de lipidos en R. mangle y L. racemosa
se confirma con bandas a 1720 y 1203.31£8.4 cm’;
dichas bandas no estan presentes en el extracto de A.
germinans, sin embargo, con la presencia de una banda a
1474.16 cm™ (flexién de metilenos, R-CH,-) no se
descarta la presencia de acidos grasos en la especie. La
banda a 1610.83+5.99 cm™ corresponde a vibraciones de
C-C de anillos fenolicos, por lo que esta banda junto con
las bandas a 3286.89+52.59 se relaciona con flavonoides
(1420 cm! flexion simétrica R-CH;, estiramiento COO-;
1058 cm’!, estiramiento CC, =COC, flexion CO) y
compuestos fenolicos. La banda a 1399 cm™ presente en
A. germinans se asocia con vibraciones en tijera de R-
CH; unidos a proteinas; sin embargo, no se identifican
bandas a 1302 (estiramiento C-N), 1252 (flexion fuera de
plano -N-H) y 1178 ecm™' (estiramientos C-C, C-N y C-O)
que confirmen su presencia [27]. En la region de 1400-
1300 cm™ se relaciona con estiramiento C-O y C-C de
amidas, fenilos; en la regién de 1300-1100 cm™ se
registran bandas correspondientes a estiramientos C-O de
carbonilos y flexiones R-O-H. Finalmente, la banda entre
1100 y 1000 cm™ se relaciona con estiramientos C-O-C
presente en carbohidratos [28].
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Figura 1. Espectro FTIR de los extractos metandlicos de las
hojas de R. mangle, L. racemosa y A. germinans (masa sélida
seca, KBr 5%).

La ponderacion de la transmitancia y la determinacion
del area bajo la curva (ABC) permiten registrar cambios
en las bandas del espectro FTIR registradas para los
extractos de las especies en estudio (Tabla 1). En
general, el extracto de 4. germinans presenta las bandas
con menor ABC, situacioén que podria estar asociada a la
naturaleza foto- y/o termolabil de los metabolitos
secundarios contenidos. Por otro lado, la banda entre
3680-2980 cm’! de R. mangle es +40 y £10% més grande
que las de A. germinans y L. racemosa, respectivamente.
Una mayor ABC se relaciona con la mayor presencia y/o
diversidad de metabolitos secundarios con grupos R-OH
(polifenoles, flavonoides, taninos entre otros con grupos
hidroxilo) en los extractos metandlicos, sin embargo, en
las bandas a £3500 y £1650 cm™ se relacionan con la
presencia de agua en los extractos [16], en este sentido,
se requiere la evaluacion de los extractos en condiciones
anhidras.
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En el extracto metandlico de L. racemosa, la banda en la
region de 2965-2900 cm™ (R-CHj) es 12.1 y 2.5 veces
mas grande con respecto a la registrada en los extractos
de A. germinans y R. mangle; de igual forma, se observa
un incremento en la banda a 2865-2825 (R-CH,-R) en L.
racemosa, estas sefiales en su conjunto sugieren una
mayor presencia de acidos y ésteres de lipidos, asi como
aldehidos de cadena larga [27]. Finalmente, el ABC de la
banda en 1175-950 cm™ de R. mangle indica una mayor
abundancia grupos éter (C-O-C) y presentes en
carbohidratos, glucdsidos, asi como en saponinas.

En la Tabla 2 se muestra que el contenido de compuestos
fendlicos es mayor en el extracto metanodlico de R.
mangle > L. racemosa > A. germinans; patron similar al
registrado en el ABC en la banda de la region 3680-2980
cm’! del espectro FTIR (Tabla 1); de hecho, el extracto
metanolico de R. mangle presenta el mayor contenido de
fenoles simples equivalentes a 1 y el mayor contenido de
flavonoides equivalentes a 2 estd en el extracto
metanolico de hojas de 4. germinans.

Tabla 2. Contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante en el
modelo del DPPH e inducida por los extractos metanolicos en estudio.

Actividad Antioxidante
Fenoles eq. a Flavonoid (DPPH)

1 (mg/g) eq. a2 (mg/g) CEso Emax
(mg/mL) (%)

Especie

R. mangle 0.8+0.01 0.1940.02 1654454 | 65.5+4.8

L. racemosa 0.7+0.02 0.1540.03 59.243.6 68.8£1.6

A. germinans 0.5+0.01 0.23+0.01 141.244.7 66.8+5.2
C. sinensis nd nd 4.940.7 93.440.1
1 - - 2.2+0.8 91.4+0.2

Nota: n.d.: no determinado

Tabla 1. Variacion del area bajo la curva (ABC) y proporcion
relativa de las bandas presentes en los extractos de las especies

en estudio

Banda R. mangle L. racemosa A. germinans
(cm™) ABC | p.r. | ABC por. | ABC | pur.
3;6;;%' 114103 | 1.40 | 10334.9 | 1.27 | 81659 | 1
2299%%' 903 | 48 | 2252 | 121 | 186 | 1
22?255' 414 1.6 | 1021 39 | 265 1
118606%' nd nd | 1603.0 | 1 nd | nd
116575%' 15006 | 12 | 9573 | 08 | 12702 | 1
1;;3' 36518 | 3.1 | 22469 | 19 | 11922 | 1

Nota: p.r.: proporcion relativa
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De manera adicional, la presencia de bandas a 866, 1026,
1237, 1451, 1542 y 1619 ecm™ para (1) 721.2, 784.6,
795.8, 820, 864.7, 941.2, 1013.8, 1092.1 y 1559.9 cm
para (2) y a 831, 1040, 1112, 1144, 1478, 1512 y 1611
cm’! para Catequina (3) [15, 31], se identifican en el
espectro FTIR de R. mangle; 3 y 1 en L. racemosa y en
A. germinans se identifican sefales unicamente para 1.
Bandas entre 725-717 y 756-768 cm—1) se han
empleado en la estimacion de 2 y 1, respectivamente
[20]; en este sentido, se estima una abundancia 0.33 y
0.73% de 1 en R mangle y A. germinans,
respectivamente.

La evaluacion en el modelo del DPPH indican que los
extractos metandlicos de las especies ejercen un efecto
antioxidante dependiente de la concentracion (Tabla 2 y
Figura 2). El extracto de L. racemosa describe una
Curva Concentracion-Respuesta (CCR) desplazada a la
izquierda con respecto a R. mangle y A. germinans, por
lo que ejerce la mayor potencia (CEs), asi como la mejor
eficacia (E..c) antioxidante, sin embargo, el efecto es
menor al de C. sinensis y 1, controles positivos
empleados (p<0.05).
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Figura 2. Actividad antioxidante inducida por los extractos
metandlicos de hojas de L. racemosa, R. mangle, A. germinans
en el modelo DPPH. Los resultados son expresados como el
promedio + DS de tres experimentos con tres replicas cada uno.
(*p<0.05 vs. C. sinensis).

La CCR de 1 en la extrema izquierda indica su
participacion en los efectos ejercidos por los extractos,
sin embargo, la actividad antioxidante de L. racemosa no
se relaciona con la abundancia de compuestos fenolicos y
flavonoides, la actividad antioxidante se relaciona con la
diversidad y la sinergia entre los metabolitos secundarios
de naturaleza polifendlica y no polifendlica, los cuales,
en su conjunto, juegan un rol importante en la actividad
antioxidante ante situaciones de estrés fisiologico.

Se han identificado +27 metabolitos secundarios en
extractos polares de ramas y corteza de L. racemosa [29],
en hojas se reportan triterpenos, fenoles, taninos,
saponinas [30], iones, proteinas, carbohidratos, vitaminas
y polifenoles [31].

A vpartir de hojas de L. racemosa, se han reportado la
presencia y/o el aislamiento de metabolitos secundarios
como la apigenina (4), kaempferol (5), 2, isorahamnetina
(6), miricetina (7), quercetina-3-O-rhamnosido (8),
isoquercitrina (9), dihidrocrisina (10), naringenina (11),
dihidrokaempferol (12), dihidromiricetina (13), (epi)-
afzelequina  (14),  (epi)-catequina  (15),  (epi)-
galocatequina (16), quercetina-3-O-arabinosido (17)),
castalagina (18), corilagina (19), acido chebulagico (20),
acido chebulinico (21), acido neochebulinico (22), 2,3-
di-O-galoil-D-glucopiranosa (23), 1,2,3,6-tetra-O-galoil-
D-glucopiranosa (24), 2,3,4,6-O-galoil-D-glucopiranosa
(25), 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glucopiranosa (26),
2,3-(S)-HHDP-D-glucosa (27), punicalagina (28), metil
eter- (29), dimetil eter- (30), trimetil eter- (31), pirogaloil
eter del acido elagico (32), acido elagico (33), dilactona
del acido valonélico (34), 1, metil galato (35), etil galato
(36), galoil galato (37), galoil hexoxido (38), digaloil
hexoxido (39), trigaloil hexosido (40), pentagaloil
hexodxido (41), dimero de (epi)-catequina (42), dimero de
(epi)-galocatequina (43), dimero de (epi)-galocatequina
galato (44), acido vanillico (45), acido protocatecuico
(46), acido jasmonico (47), 5'-(hidroxisulfoniloxi) del
acido jasmoénico (48), catecol (49), pirogalol (50),
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casuarinina (51), digaloil-hexahidroxidifenoil glucosa
(52); los hidrocarburos (C,7(53) y Cy(54) son los mas
abundantes de una serie conformada por C,;—Cs4 (55-
64), escualeno (65), a-tocoferol (66), lupeol (67), D-
friedoolean-14-en-3-ona (68), taraxerol (69), Q-amirina
(70), germanicol (71), B-amirina (72), C-friedoolean-8-
en-3-ona (73), taraxasterol (74), P -sitosterol (75),
betulinol (76), friedelina (77), ergosta7,22-dien-3f3-ol
(78), 2-metil-1,3-dihidroxi-5-tridecilbenceno (79), 1,3-
dihidroxi-5-undecilbenceno (80), emodina (81) [30, 32-
38].

Se ha descrito que la actividad antioxidante inducida por
los compuestos fendlicos se correlaciona con el numero
de grupos hidroxilo unidos a los anillos aromaticos [39],
sin embargo, es importante destacar que los protones de
acidos fendlicos favorecen ambientes oxidantes,
generacion de radicales libres, reacciones radicalarias y
formacion de quinonas, semiquinonas [40] entre otros
artefactos que, en su conjunto, afectan la actividad
antioxidante mediada por polifenoles.

4. Conclusiones

Se requiere continuar el estudio fitoquimico y
farmacologico de los extractos metandlicos de las hojas
de R. mangle, L. racemosa y A. germinans desarrolladas
en la RBLP. El extracto metanolico de las hojas de L.
racemosa ejerce un efecto antioxidante dependiente de la
concentracion y registrar la mayor potencia antioxidante
en el modelo del DPPH. La actividad esta relacionada
con la presencia de metabolitos secundarios fendlicos y
no fendlicos, sin embargo, es necesario la documentacion
de su diversidad y abundancia, el tipo y la magnitud de
interacciones quimicas, asi como las sinergias entre los
metabolitos secundarios con respecto a la actividad
antioxidante ejercida.
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