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Resumen

Vitex gaumeri es una planta utilizada en Petén, Guatemala, para tratar las heridas de leishma-
niasis cutanea (LC). Estudios corroboran esta informacion al afirmar que la corteza de V. gaumeri
si posee propiedades anti leishmaniasis, mientras que en otras partes de la planta no poseen tal
actividad; sin embargo, no se han presentado estudios que realicen un tamizaje completo a la planta
o que identifiquen las familias de metabolitos secundarios principales presentes en ella. Con la idea
de determinar las principales familias de metabolitos secundarios en hoja y corteza de V. gaumeri,
se realiz6 varias pruebas colorimétricas cualitativas para afirmar o negar la presencia de estos me-
tabolitos. Se obtuvo que la hoja presenta taninos derivados del pirogalol, esteroides, quinonas di-
ferentes a antraquinonas, flavonoides de tipo flavona y alcaloides cuaternarios; por otro lado, la
corteza presenta taninos derivados del acido galico y del pirocatecol, quinonas distintas a antraqui-
nonas, saponinas, flavonoides de tipo flavononas, flavonoles o flavanonoles y posiblemente alca-
loides. La diferencia mas notoria es la presencia de saponinas, ya que estan presentes en la corteza
y ausentes en la hoja, por lo que estas son la familia de metabolitos secundarios que se estaba
buscando y que poseen la mayor probabilidad de tener actividad anti leishmaniasis. Es necesaria
una investigacion futura de estas saponinas derivadas de V. gaumeri y sus efectos in vivo o in vitro

con Leishmania spp. para poder corroborar los resultados de esta investigacion.
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I. Introduccién

En Guatemala, la leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad endémica en los departamentos
de Petén y Alta Verapaz, reportandose al menos 772 casos en el 2015 (Véasquez, 2016b). El uso de
medicamentos de primera linea, como el Pentostam y el Glucantime, involucra altos costos para
los pacientes, ademas de que estos poseen efectos secundarios severos (Hepburn et al., 1993). El
uso de plantas medicinales ha sido una alternativa viable y muy utilizada por los habitantes del pais
para tratar varias enfermedades, entre los cuales se encuentra Vitex gaumeri (Rizzo et al., 1999).
La corteza de esta planta es utilizada como ungiiento sobre las heridas de LC, ya que se ha eviden-
ciado su actividad anti leishmaniasis en promastigotos del parasito (Peraza-Sanchez et al., 2007).

No han habido estudios que caractericen los metabolitos de V. gaumeri y tampoco se ha reali-
zado una investigacién que identifique aguellos metabolitos secundarios principales con la activi-
dad anti leishmaniasis que se caracteriza la corteza; por lo tanto, en esta investigacion se identifico
las familias de los metabolitos secundarios presentes en la hoja y corteza de esta planta. Como la
corteza es el 6rgano utilizado para tratar la LC y la hoja no posee una actividad significativa (Pe-
raza-Sanchez et al., 2007), entonces aquellas familias presentes en la corteza y ausentes en la hoja

tendran una mayor probabilidad de ser responsables de la actividad anti leishmaniasis.

Para poder identificar estas familias, se realizaron diferentes analisis colorimétricos cualitativos.
Entre los analisis que se realizaron estan los necesarios para poder identificar metabolitos volatiles,
taninos, esteroles, glicésidos cianogenéticos, quinonas, sesquiterpenlactonas, saponinas, glicésidos
cardiotonicos, flavonoides y alcaloides. Al poder identificar la presencia o ausencia de estos meta-
bolitos, se puede llegar a la conclusion de cuales familias estan involucradas en la actividad anti

leishmaniasis.

Al finalizar la experimentacion, se determind que la hoja posee las siguientes familias de meta-
bolitos secundarios: taninos derivados del pirogalol, esteroides, quinonas que no son antraquinonas,
flavonoides de tipo flavona y alcaloides cuaternarios; mientras que la corteza posee taninos deriva-
dos del &cido galico y del pirocatecol, quinonas que no son antraquinonas, saponinas, flavonoides
de tipo flavononas, flavonoles o flavanonoles y posiblemente alcaloides. Las saponinas son la Unica
familia presente en la corteza y ausente en la hoja, por lo que son la familia que posee la mayor

probabilidad de ser el responsable de la actividad anti leishmaniasis. Es necesario realizar experi-



mentos cuantitativos para determinar concentraciones de estos metabolitos en la planta y evaluar
la actividad anti leishmaniasis de las saponinas extraidas de la corteza de V. gaumeri por métodos

in vivo o in vitro para corroborar los resultados aqui presentados.



Il. Objetivos
A. General

Determinar las familias de los metabolitos secundarios principales en hoja y corteza de Vitex

gaumeri que tienen efecto terapéutico contra el parasito de Leishmania spp.

B. Especifico

e Identificar las principales familias de los metabolitos secundarios extraidos de V. gaumeri
por diferentes técnicas de analisis quimico cualitativo.

o Comparar las familias de los metabolitos secundarios principales presentes en la corteza y
en las hojas de V. gaumeri.






1. Justificacion
La leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad parasitaria que genera llagas o Ulceras en la
piel. El parésito que lo causa, Leishmania spp., es transmitido por la picadura de la mosca de arena
en éreas tropicales y subtropicales. Se ha tratado de controlar la enfermedad al reducir la poblacion
del vector, pero no ha sido eficaz debido a la urbanizacion de éreas rurales y a la perturbacion
ambiental. Incluso se ha investigado el uso de vacunas para prevenir la LC, pero han presentado
resultados poco concluyentes. El Gnico método para tratar la enfermedad es a través del uso de

medicamentos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de medicamentos antimoniales
pentavalentes para curar la LC, como el Pentostam; no obstante, los precios altos, el poco alcance
y la alta toxicidad de estos causan que las personas afectadas busquen otro método para tratarse. El

uso de plantas medicinales, como tratamiento alternativo, ha aumentado en los ultimos afios.

En Guatemala, esta enfermedad es endémica en Petén, siendo principalmente afectados los hom-
bres que trabajan con el campo. Para combatir la enfermedad, los curanderos utilizan una variedad
de plantas, principalmente aplicandolo como un emplasto. Se han realizado estudios de estas plan-
tas para corroborar sus propiedades anti leishmaniasis, presentando resultados positivos. Entre las

plantas con mejores resultados esta la Vitex gaumeri.

V. gaumeri, cominmente llamada yaxnic o jocote de mico en Petén, es una lamiacea presente
en México y en Centroamérica, siendo su corteza utilizada como emplasto sobre las heridas de LC.
Sin embargo, la planta ain no ha tenido una caracterizacion fitoquimica, desconociéndose qué me-

tabolitos secundarios le otorgan propiedades anti leishmaniasis.

El presente estudio se enfocd en el anélisis e identificacion de las principales familias de los
metabolitos secundarios de V. gaumeri que podrian ser precursores para tratar la LC. Identificarlos
en esta planta permitira el estudio futuro de estas moléculas y la produccién de nuevos medicamen-
tos o tratamientos locales que sean mas econémicos, menos tdxicos y al alcance de miles de afec-

tados con LC.






I\VV. Marco teorico
A. Leishmaniasis

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades parasitarias tropicales y subtropicales causadas
por el microorganismo Leishmania spp., siendo sus principales sintomas dependientes de la especie
y de cémo el organismo huésped reacciona ante ella (Grevelink y Lerner, 1996; Martin, 2015). Fue
identificada por primera vez en 1903 en India y, hasta el presente, ha sido un problema que ha
afectado a 67 paises con méas de 350 millones de personas en riesgo, con una morbilidad y morta-
lidad de 400 mil (Grevelink y Lerner, 1996; Ashford et al., 1992) y 20 mil personas anuales res-
pectivamente (Stebut, 2015).

1. Caracteristicas de los diversos tipos de leishmaniasis.

La enfermedad esté dividida en tres categorias principales: la leishmaniasis cutanea (LC), la
leishmaniasis mucocutanea (LMC) y la leishmaniasis visceral (LV). La clasificacion depende de
las manifestaciones clinicas de la enfermedad y del parasito causante. El contacto fisico con cual-
quiera de los tipos de leishmaniasis es inofensivo, ya que la transmisién se da por via intravenosa
(Burza et al., 2018).

a) Leishmaniasis cutanea (LC).

La LC es el tipo mas comun, siendo el 90% de los casos de leishmaniasis a nivel internacional
(Stebut, 2015) y afecta principalmente la piel del huésped. Se subdivide en localizada, difusa y
reincidente segun los sintomas presentes. La LC localizada es endémica en Centroamérica y Sura-
mérica por los parasitos Leishmania braziliensis y L. mexicana, afectando las partes descubiertas
de la piel. Posee un periodo de incubacién de una a tres semanas, presentando papulas rojas que
mas adelante se convierten en Glceras circulares con borde morado, costrosas con poca socavacion,
como se observa en la Figura 1A. Luego de seis a doce meses, la Ulcera regresa espontaneamente,

dejando una cicatriz permanente (Grevelink y Lerner, 1996).

Los otros dos tipos son menos comunes. La LC difusa, causada por L. mexicana amazonensis,
se disemina a otras areas de la piel y la LC reincidente, causada por L. trépica, desarrolla nuevas

heridas cercanos a las cicatrices de una infeccion ya curada (Grevelink y Lerner, 1996).



Esta enfermedad es llamada espundia en Europa, Asia y Africa, mientras que en Latinoamérica
es conocida como Ulcera del chiclero, ya que afecta principalmente a los hombres recolectores de
chicles (Martin, 2015). No suele ser una enfermedad mortal, ya que puede sanar en seis a dieciocho
meses luego de la infeccion (Stebut, 2015).

Figura 1. Leishmaniasis A) cutéanea (LC) y B) mucocutanea (LMC).
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(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2017)
b) Leishmaniasis mucocutanea (LMC) y visceral (LV).

Tanto la LMC y la LV son menos comunes en comparacion de la LC; sin embargo, estas si son
mortales. La LMC, causado comunmente por L. baziliensis braziliensis y L. b. panamensis, em-
pieza como una infeccion en el tabique nasal, inflamandose y, posteriormente, agujereandose, de-
jando el &rea alrededor mutilada por necrosis, como se observa en la Figura 1B (Grevelink y Lerner,
1996). Esta forma de leishmaniasis, asi como la LC reincidente y difusa, se presenta como una
complicacion de la LC al no ser tratada adecuadamente (WHO, 2010).

Por otro lado, la LV afecta varios 6rganos internos, produciendo hiperpigmentacion de la piel e
hiperglobulinemia. Es causado por L. donovani en la India y en el Este africano, lugares donde lo
conocen como kala—azar (Grevelink y Lerner, 1996). En América Latina y en Asia Central, el pa-
rasito responsable es L. infantum. Sin el tratamiento adecuado, es fatal en menos de dos afios debido
a la presencia de anemia severa o por una infeccion bacterial secundaria. Es necesario incluso rea-
lizar una prueba de VIH a los pacientes con LV, ya que sus manifestaciones suelen ser atipicas y

mas severas (Burza et al., 2018).

Al recuperarse de LV es comdn adquirir nuevamente la enfermedad, llamandose post—kala—
azar, y es aun méas mortal (Grevelink y Lerner, 1996). Esta enfermedad aparece usualmente luego
de seis meses o incluso durante el estado activo de la LV (WHO, 2010). Los parésitos sobreviven
bajo la piel luego del tratamiento, presentando una macula hipopigmentada en el tronco o en la

boca, el cual se extiende por todo el cuerpo (Burza et al., 2018).



2. El parasito Leishmania spp.

El género Leishmania es distintiva de los demas parasitos al poseer fisiologia diferente estando
dentro del vector —llamandose promastigoto— y estando dentro del huésped —llamandose amasti-
goto—. El parasito es ovalado con 6rganos internos visibles, como el ndcleo y algunos cinetoplastos

—los cuales contienen ADN externo— (Herwaldt, 1999).

Los promastigotos son células ovaladas flageladas con 15 a 20 um de longitud —Figura 2A—. La
presencia del flagelo les permite trasladarse del sistema digestivo del vector a su proboscide, faci-
litando asi la transmision. Por otro lado, los amastigotos son células casi circulares con un diametro
de 3 a5 um. Su flagelo esta contraido —Figura 2B—, debido a que necesitan recubrirse para prote-
gerse de los fagolisosomas del huésped y garantizar su sobrevivencia (Pace, 2014).

Figura 2. Secciones transversales de A) un promastigoto con aumento de x11000 y de B) un

amastigoto con aumento de x28000. Se observa el nucleo (N), el cinetoplasto (K), el flagelo (F) y
~un megasoma (M) —homologo a un lisosoma-—.

F

":"

s A
(Pimenta y de Souza, 1987)

a) El vector.

La infeccion se da por el piquete de las moscas de arena hembras —de la familia Psychodidae—
infectadas con Leishmania spp. En Europa, Asia y Africa, el vector pertenece al género Phleboto-
mus —Figura 3—, mientras que el género Lutzomyia es quien afecta en toda América (Grevelink y
Lerner, 1996). Solo estos géneros pueden transmitir el parasito ya que el ambiente interior de su
sistema digestivo es indispensable para el ciclo de vida de Leishmania y la saliva en su probdscide
propicia la transmision (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).



Figura 3. Mosca de arena —Phlebotomus papatasi—.

(Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2017)

Estas moscas de arena son dipteros pequefios —con alrededor de 2 mm de longitud—, nocturnos
y con vuelo de corta distancia. Habitan en ambientes con temperaturas arriba de 10 °C, siendo la
razén de que la leishmaniasis afecte zonas tropicales y subtropicales. No obstante, se han disper-
sado Gltimamente en regiones europeas debido a la globalizacion y a cambios climéticos (Stebut,
2015).

Al ser muy pequefios y no producir sonido, son dificiles de detectar; sin embargo, estan activos
en épocas calidas y en ambientes abiertos. Estos dipteros viajan a cortas distancias —alrededor de
un metro—, por lo que una forma de evitar el piquete es durmiendo en literas o en lugares altos

(Pace, 2014). Debido a su pequefio tamafio, un mosquitero no las puede detener.
b) Ciclo de vida.

La transmision ocurre a través de la glandula salivar de la mosca de arena durante el piquete.
Los promastigotos flagelados viajan a través de la probdscide y llegan a la dermis del huésped
durante el piquete. El paréasito es fagocitado por los macréfagos dermales y se transforman en amas-
tigotos dentro de ellos, quienes resisten y se adaptan para sobrevivir. Los amastigotos se multiplican
y son liberados por la lisis del fagocito. Se repite este ciclo de infeccion hasta que llega otra mosca
de arena y chupa sangre infectada. En el sistema digestivo de la mosca, los amastigotos se trans-
forman nuevamente en promastigotos y se trasladan a la glandula salivar para infectar nuevos hués-

pedes (Stebut, 2015). En la Figura 4 se resume este ciclo de vida.

A la semana de la infeccion, ocurre la inflamacion de células epiteliales que originan granulo-
mas visibles en la piel. Los humanos son huéspedes incidentales, ya que el objetivo de las moscas

de arena son roedores pequefios, perros y, en algunos casos, caballos (Stebut, 2015).
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania spp.

Mosca de arena chupa sangre,
f@f@ inyectando promastigotos bajo
f@ la piel del huésped.

Promastigotos son
fagocitados por macrofagos.

Maduracidn dentro del sistema digestivo. Maduracién dentro de macrdfagos.

Amastigotos liberadosen el intestino
de la mosca.

o )©
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infectados.

Divisidony migracién a la probéscide.

Amastigotos liberados por lisis
e infectan otras células.

(Elaboracién propia)
3. La enfermedad a nivel internacional.

La incidencia de esta enfermedad ha ido aumentando considerablemente en los Gltimos afios,
principalmente en los paises en vias de desarrollo. En Brasil, los casos de leishmaniasis han au-
mentado en un 175% de 1998 a 2003; en Kabul, Afganistan, ha aumentado un 375% los casos de
LC de 1994 a 2002; y en Alepo, Siria, ha aumentado un 61% de 1998 a 2008 (Desjeux, 2004).

El aumento del nimero de casos ha sido causado por cambios ambientales y de cambios en el
comportamiento del vector debido a la intrusion del hombre al bosque primario, la deforestacién y
la migracion de comunidades rurales a areas urbanas, ayudando a su propagacion (Desjeux, 2004).
Ademas, riesgos individuales como la malnutricion y el SIDA favorecen la infeccion por la inca-

pacidad del cuerpo para contrarrestar la enfermedad (Desjeux y Alvar, 2003).
4, La enfermedad a nivel nacional.

En Guatemala, ha habido un aumento en la tasa de incidencia de leishmaniasis desde 2011 al
2015, ultimo afio el cual se reportaron 772 casos, originandose la mayoria en los departamentos de
Petén y de Alta Verapaz (Vasquez, 2016b). En 2017 se reportd 712 casos en el Sistema de Infor-
macion Gerencial en Salud —SIGSA- (OPS, 2018). Estos datos aparentan una disminucion en la
tasa de morbilidad entre 2015 y 2017; sin embargo, se realizé un estudio y se observo que los datos

del Ministerio de Salud estan subestimados: la tasa de morbilidad estimada esta muy por debajo de
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la tasa real (Copeland et al., 1990). La razon de este error se debid a la deteccion pasiva de la

enfermedad.

Los més afectados en el pais han sido los jovenes adultos de entre 20 y 24 afios de edad (\Vas-
quez, 2016b) y los hombres sobre las mujeres, siendo un 75% de los casos en 2016 (Véasquez,
2016a). Al ser el vector un organismo con preferencia en épocas calurosas, la mayor tasa de mor-
bilidad ocurre entre mayo y agosto. En general, el 75.5% de los casos han sido de LC, mientras que
un 0.4% han sido por LV y LMC. Debido al poco control de registros, el 24.1% de los casos no

categorizados se han clasificado como leishmaniasis general o no especificado (Vasquez, 2016a).
5. Tratamientos disponibles.

Es necesario identificar la enfermedad —y la especie del parasito causante— lo mas pronto posi-
ble, ya sea realizando una diagnosis por cultivo o visualizacion directa, o realizando una prueba
Montenegro. Entre las caracteristicas visuales estan: la observacion directa de los parasitos bajo la
piel, los n6dulos —debido a la mordida de la mosca— que crecen y se transforman en Glceras semanas
después, y la presencia de bordes demacrados y levantados (Moore y Lockwood, 2011). La opcion
mas confiable es realizar un PCR para detectar el ADN del parasito (Moore y Lockwood, 2011),
una biopsia y un cultivo (Stebut, 2015).

La prueba Montenegro es un marcador de respuesta inmune celular que mide la reaccion de
hipersensibilidad retardada. Es positiva si luego de 24 0 72 horas se observa un endurecimiento en
la piel de al menos 5 mm desde el lugar de la prueba. Una prueba negativa es indicio de presencia
de LV (Burzaet al., 2018).

Cabe destacar que los amastigotos no se deben confundir con otros organismos con forma de
punto que también son detectables al ojo, como Histoplasma spp. En caso de obtener un trata-
miento, la primera respuesta positiva debe ser un aplanamiento de la herida y una reepitelizacion
(Herwaldt, 1999). En el caso de LC, ha habido casos de una mejora espontanea en el centro de la
herida de seis a doce meses luego de haberse iniciado la enfermedad (Momeni, 1996; Morizot et
al., 2007).

a) Tratamientos de primera y segunda linea.

La primera linea de drogas para tratar la leishmaniasis son las antimoniales pentavalentes, los
cuales son administrados via intravenosa (Martin, 2015). Entre los més utilizados estan el Pentos-

tam —estibogluconato de sodio (1)- y el Glucantime —antimoniato de meglumina (2)— (Moore y
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Lockwood, 2011). Son de primera linea ya que se ha confirmado que en dosis adecuadas son muy

efectivas para tratar diferentes tipos de leishmaniasis.

1)y 2"

Las drogas clasificadas de segunda linea son la anfotericina B (3) y la pentamidina (4). EI me-
canismo de accién para ambos antiprotozooarios no esta bien clara (Cruz et al., 2009). Estos trata-
mientos, tanto los de primera como los de segunda linea, causan efectos secundarios severos, como
hepatotoxicidad (Hepburn et al., 1993) y pancreatitis (Gasser et al., 1994). Ademas de poseer ele-
vado precio, son dificiles de administrar y poseen poco alcance a las personas de bajo recursos,
quienes son los mas afectados por estas enfermedades (Cruz et al., 2009). Por esta raz6n han sur-
gido tratamientos alternos, como el uso de plantas medicinales, y la busqueda de diferentes formas
de administracion de los medicamentos para que estos puedan estar al alcance de quienes lo nece-

sitan a un precio adecuado.

IS

MHz MNH

3) @)
b) Tratamientos alternos y en investigacion.

En los altimos afios se ha reforzado la basqueda de nuevos tratamientos para curar la leishma-
niasis. Para tales propdsitos es necesario realizar ensayos con amastigotos intracelulares, ya que
posee una buena aproximacion a las condiciones del parasito dentro del huésped humano. La ca-
racterizacion de estas drogas requiere de multiples protocolos y ensayos similares (Cruz et al.,
2009).

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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Entre los tratamientos m&s modernos se encuentra la miltefosina (5), que es la primera droga
oral para tratar la LV. A pesar de ser novedosa, sigue siendo nociva para la salud humana, ya que
es categorizada como teratogena (Desjeux, 2004). Por otro lado, se realiz6 un estudio en Guatemala
y se observé que al combinar paramomicina con cloruro de metilbencetonio forma una novedosa y

efectiva alternativa para tratar la LC (Arana et al., 2001).

N N N O N LV A
f\o/\/'“\
6]
(5)

Han habido investigaciones al respecto para prevenir la leishmaniasis por medio de vacunas: en
lugar de combatir la enfermedad, ya que es mejor prevenirla; no obstante, han habido fallos en la
realizacion de una vacuna preventiva (von Stebut, 2011). Basicamente, la mejor forma para preve-
nir la leishmaniasis es la prevencion de la picadura de la mosca de arena (Pace, 2014). La bisqueda
de nuevas drogas son procesos muy costosos Yy laboriosos (Cruz et al., 2009), por lo que el uso de

plantas medicinales reduce estos problemas y otorgan soluciones favorables a los investigadores.
B. Plantas medicinales

El 80% de la poblacién mundial depende del uso de plantas tradicionales para sus tratamientos
medicinales, siendo el caso principal en las regiones tropicales debido a su alta diversidad y abun-
dancia de especies. La mayor parte de estos tratamientos involucran a la planta cruda o sus extrac-
tos, los cuales son seguros y efectivos para la automedicacion. Industrialmente, el uso de estas
plantas medicinales es para la obtencion de agentes terapéuticos y de materia prima para compues-
tos mas complejos, ademas de ser modelos para nuevos productos sintéticos y ser marcadores ta-

xondmicos (Akerele, 1993).

Para la Organizacion Mundial de la Salud ~WHO, en sus siglas en inglés— es de importancia la
caracterizacion y el andlisis quimico de estas plantas medicinales para que puedan ser utilizadas
dentro de los servicios de salud (Akerele, 1993). La busqueda de nuevos agentes anti leishmaniasis
derivados de plantas es una excelente alternativa debido a la gran diversidad de plantas, y por ende
una gran diversidad quimica, a que estan al alcance de los habitantes locales y a su baja toxicidad

al utilizarse en personas (Garca et al., 2010).

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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1. Plantas con propiedades anti—leishmaniasis.

Las plantas son la opcion adecuada para desarrollar medicamentos mas econdmicos y mas se-
guros para el paciente. Ha habido evidencia que son efectivas para tratar la leishmaniasis, princi-
palmente la LC por su aplicacion directa como ungliento o emplasto ayudando a mejorar las heridas
en la piel. Al usarse como medicamentos alternos, es preferible que estos sean abundantes en la
localidad, ya que el precio se ve reducido, aunque su disponibilidad se ve realmente comprometida
(Bekhit et al., 2018).

Se han realizado varios estudios a multiples plantas para determinar los compuestos que la hacen
poseer propiedades anti leishmaniasis. Flavonoides como la leutolina (6A) y la quercitina (6B) han
podido reducir un 90% el parasito en roedores (Mittra et al., 2000), mientras que chalconas como
la licochalcona A (7), que ha sido reportada como eficaz para disminuir promastigotos y amastigo-
tos in vitro (Chen et al., 1993), y la 2',6'-dihidroxi—4—metoxichalcona (8), que también ha sido
efectiva (Torres-Santos et al., 1999), han sido ampliamente reportadas.

./'%\
O HO O/
(6)° ) (8)

Entre otros compuestos encontrados en plantas medicinales estan las naftoquinonas, como la
8,8'-biplumbagin, que al ser administrado 50 mg/kg al dia es tan potente como la Glucantime a 400
mg/kg al dia en pruebas in vivo (Fournet et al., 1992), y las quinolinas (Fournet et al., 1993). Sa-
poninas, como la Maesabalides 111y IV, que poseen alta actividad anti leishmaniasis in vitro a pesar
de que aln no hay seguridad de que sean o no toxicas para el humano (Germonprez et al., 2005), y
la racemosida A, que si es efectivo y comprobado su nula toxicidad (Dutta et al., 2007). También
los iridoides (Bekhit et al., 2018) y las oxilipinas (Martin-Quintal et al., 2009) poseen actividades

significativas contra los amastigotos.

Incluso, se ha utilizado la planta cruda para tratar la enfermedad. El latex de Thevetia ahouai es
utilizado como unguento en la piel para remediar las heridas (Morales, 2009). Varios estudios re-
portan el nombre de estas plantas y describen como y para qué las utilizan, ya que se prefiere su

uso ante medicamentos de primera o segunda linea (Weigel et al., 1994; Arana et al., 2000).

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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2. Flora de Guatemala.

La flora en Guatemala es una de las mas diversas y abundantes en Centroamérica, debido a
factores geogréficos y climaticos (Steyermark, 1950). Por tales razones, los habitantes del pais pre-
fieren el uso de plantas locales en lugar de productos importados, ademas de que son mas econo-
micos y faciles de obtener. El uso de plantas medicinales en paises en vias de desarrollo ayuda a

reducir la importacion de drogas e incrementa la autodependencia econdmica (Akerele, 1993).

Se han realizado varios estudios con estas plantas para determinar su impacto en las comunida-
des. En una de ellas, muestran un listado extenso de las plantas utilizadas como remedios medici-
nales, ya sea para tratar fiebres, aliviar enfermedades gastrointestinales o curar la leishmaniasis.
Entre las plantas mas conocidas por los habitantes de la regién norte del pais para curar la LC
fueron Thevetia ahouai, Cecropia peltata, Psidium guajava, Hamelia patens y Vitex gaumeri
(Rizzo et al., 1999), siendo este ultimo el menos estudiado.

C. Género Vitex

El género Vitex incluye aproximadamente 270 especies conocidas, siendo el mas extenso de la
familia de Lamiaceae, encontradas principalmente en regiones tropicales y subtropicales del pla-
neta (Meena et al., 2011; Rani y Sharma, 2013). Son arbustos o arboles pequefios con hoja caduca,
palmeadas de tres a cinco folios con margenes enteros o dentados, con inflorescencia terminal en
racimos de muchas flores o racimos axiales, y con flores bisexuales (Rani y Sharma, 2013; Bre-
denkamp y Botha, 1996).

Varios estudios han demostrado que el género Vitex posee varios compuestos biolégicamente
activos con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobiales, hepatoprotectivos, anal-
gésicos y entre otros. Es un género ideal para el desarrollo de nuevas drogas y tratamientos de bajo

costo para enfermedades en paises en desarrollo (Meena et al., 2011).
1. Importancia.

Este género de plantas suele ser utilizadas en la medicina tradicional asiatica, donde al menos
se han estudiado 36 de todas ellas, siendo V. negundo y V. agnus—castus los mas reportados e
investigados. Su estudio es de gran importancia, ya que poseen un gran potencial farmacol6gico
(Rani y Sharma, 2013). Por ejemplo, V. trifolia, otra especie bien estudiada, posee en sus extractos
actividad anticancerigena y como inhibidora del apetito de Spodoptera frugiderpa, una plaga de

insectos (Herndndez et al., 1999).
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En general, se han reportado la presencia de alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides,
fenoles, carbohidratos, proteinas (Devika, 2017) e iridoides (Bello et al., 2018) en varias especies
de Vitex. Entre los compuestos que resaltan en este genero estan el 6xido de cariofinelo (9), p—
cimeno, a—pineno (10), linalool, (Z)-3—hexen-1-ol, eucaliptol (11), trans—p—menth—2—en-1-ol
(12) y limoneno (Nyiligira et al., 2004).

O ¢ 9

(10)" (1" (12)
Se han descrito y elucidado varios compuestos y metabolitos importantes de varias especies del
género Vitex (Meena et al., 2010); sin embargo, no ha habido una caracterizacion fitoquimica com-

pleta o parcial como los demas con V. gaumeri.
2. Vitex gaumeri.

V. gaumeri —0 yaxnic, nombre comdn en Petén, Guatemala— es un &rbol de hasta treinta metros
de altura con corteza café un poco rugosa, con hojas compuestas de cinco folios elipticos y acumi-
nados, con flores moradas y dispuestas en paniculas axiales, y frutos verdes redondos que tornan
amarillos al madurar, como se observa en la Figura 5 y Figura 6. Se distribuye desde Chiapas,
México, hasta Honduras. En Guatemala se presenta en el norte, en los departamentos de El Petén,
Alta Verapaz e lIzabal (Rizzo et al., 1999).

Figura 5. Arbol y frutos de Vitex gaumeri, ubicada en San Benito, El Petén, Guatemala.

(Fotografias por M.A. Isai Martinez, 2019).

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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Figura 6. Hojas y flores de Vitex gaumeri, ubicada en San Benito, El Petén, Guatemala.

e 2~ 1 g - V. o A

(Fotografias por M.A. Isai Martinez, 2019).

En México, esta planta es empleada para multiples funciones, como lefia, madera, forraje, tra-
tamientos medicinales, dentro de la apicultura y como valor comercial (Rico-Gray et al., 1991).
Entre sus propiedades medicinales, el més reconocido es su capacidad de curar la LC al ser pulve-
rizada y untada en la Ulcera (Rizzo et al., 1999). En efecto, se ha comprobado su caracter anti
leishmaniasis en promastigotos in vitro con extractos metandlicos de la corteza, hojas y raices,
logrando obtener una concentracidn inhibitoria maxima media (IC50) contra promastigotos in vitro
de L. mexicana de 30 mg/kg en corteza —muy buena actividad—, 173 mg/kg en sus raices —actividad
moderada— y 299 mg/kg en hojas -muy baja actividad— (Peraza-Sanchez et al., 2007). Por esta
razdn, es necesario caracterizar fitoquimicamente V. gaumeri para determinar las familias de me-

tabolitos secundarios principales que la componen y la hacen Gtil para tratar la LC en Guatemala.
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V. Antecedentes

Entre las investigaciones mas relevantes que se han realizado sobre la leishmaniasis cutanea
(LC) con Vitex gaumeri estan aquellos realizados por Rizzo et al. (1999) y Peraza—Séanchez et al.
(2007). El estudio de Rizzo se baso en un sondeo sobre plantas medicinales presentes en Petén,
Guatemala, y sus usos mas comunes para tratar enfermedades. El enfoque principal fue en aquellas
utilizadas para tratar la LC, descubriendo que los habitantes emplean V. gaumeri, junto con otras
plantas, para curar esta enfermedad. El estudio se realiz6 utilizando extractos etanolicos para eva-
luar la actividad anti leishmaniasis sin llegar a obtener resultados concluyentes; a pesar de esto, los
autores recomiendan investigar a mayor profundidad V. gaumeri ya que fue el que mostré un po-

tencial anti leishmaniasis.

El enfoque del estudio de Peraza—Sanchez se basd en el analisis de la actividad anti leishmania-
sis de varias plantas nativas de la peninsula de Yucatan, México. Se concluyo que el extracto me-
tandlico de la corteza de V. gaumeri si posee actividad anti leishmaniasis en comparacién al ex-
tracto de hoja de la misma planta, el cual no present6 una actividad significativa (Peraza-Sanchez
et al., 2007). Existen otros estudios sobre la actividad del género Vitex, pero no especificamente de

la especie V. gaumeri, habiendo poca informacion acerca de ella.

En esta investigacion, no se evaluara la actividad anti leishmaniasis con los extractos de la
planta, ya que existe literatura que afirma su potencial, ademas de que las pruebas y protocolos son
costosas y laboriosas (Cruz et al., 2009); sin embargo, se realizard una comparacion cualitativa
entre los extractos de hoja y corteza de la especie V. gaumeri evaluando la presencia o ausencia de
los principales metabolitos secundarios por diferentes pruebas colorimétricas. Los metabolitos se-
cundarios presentes en la corteza y ausentes en la hoja seran los posibles agentes potenciales con

actividad anti leishmaniasis.
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V1. Metodologia
A. Sitio de estudio

Las muestras fueron recolectadas en San Benito, Petén, Guatemala y el analisis fitoquimico se

realizé en los laboratorios de la Universidad del Valle de Guatemala (UVG).
B. Sujeto de estudio
Los sujetos de estudio son las hojas y corteza de Vitex gaumeri.
C. Disefio, enfoque y tipo de investigacion

La investigacion posee disefios multiples. Involucré tanto un disefio no experimental de tipo
transversal descriptivo con enfoque cualitativo —para el tamizaje completo de la planta—y un disefio
experimental de tipo experimento puro con enfoque cualitativo —para la determinacion de los me-

tabolitos principales en el tratamiento de la leishmaniasis—.
D. Tipoy tamafio de muestra

La muestra fue de tipo no probabilistico por conveniencia: se se eligié la muestra por cercania

al sitio de estudio. El tamafio de muestra fue unitario debido a la naturaleza de la investigacion.
E. Criterio de inclusion y exclusion

El criterio de inclusion fue el de seleccidn de la hoja y corteza de V. gaumeri de acuerdo a lo
investigado de su uso medicinal, se excluy6 otros érganos de la planta debido a la nula informacion
presente en la literatura.

F. Variables

¢ Independientes cualitativas: 6rgano de la planta y tipo de solvente.
e Dependiente cualitativa: metabolito presente.

e Interviniente: tipo de suelo y época del afio.
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G. Hipotesis

Se podra identificar las familias de los metabolitos secundarios principales —que podran llegar
a un futuro estudio de sus propiedades anti leishmaniasis— de acuerdo a la comparacién de los
extractos de corteza y hoja de V. gaumeri por diferentes técnicas de anélisis quimico cualitativo.

Instrumentos de medicion

Para este estudio no se utiliz6 ninguna herramienta para la recoleccion de las muestras, ya que

estas se recolectaran por conveniencia debido a la naturaleza de la investigacion.
H. Metodologia

1. Recoleccion de la muestra

a. Se recolect6 1.0 kg de hoja fresca y 1.0 kg de corteza fresca de Vitex gaumeri, ubicado en
San Benito, Petén, Guatemala —con las siguientes coordenadas: 16.926479, -89.915665- el dia 27
de abril de 2019.

b. Se cort6 tres ramas del arbol con fruto y flor, las cuales fueron herborizadas y guardadas
en el Herbario UVAL, ubicada dentro de la Universidad del Valle de Guatemala. El Certificado de

identificacion taxonémica se muestra en el Anexo (péagina 98).

c. Se trasladaron las muestras de hojas en bolsas de cierre hermético con silica gel anhidra y
las muestras de corteza en bolsas plasticas de recolecta. Al observarse humedad, las muestras fue-

ron secadas toalla y se cambiaron a una nueva bolsa con silica gel anhidra.
2. Anédlisis de los aceites esenciales

a. Se rellenaron tres cuartas partes de un baldn de tres bocas de 500 mL con muestra fresca
de hoja y se armo un sistema de destilacion por arrastre de vapor (Figura 10 del Anexo). Se realiz6

un sistema idéntico con muestra fresca de corteza.
b. Se realiz6 una destilacion por arrastre de vapor para ambas muestras por dos horas.

c. Se extrajo los aceites esenciales por extraccion liquido—liquido con éter dietilico (1:3) y se

utilizé 1 mL de solucién saturada de cloruro de sodio para separar la fase organica de la acuosa.
d. Se repitio con otros dos lavados de mismo volumen de éter dietilico (1:3).

e. Se seco la fase organica agregando sulfato de sodio anhidro hasta que se dej6 de formar

grumos. Se esperd al menos 10 minutos para asegurar la sequedad de la solucién.
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f. Se decanto la solucién y se evapord el solvente en una cépsula de evaporacion dentro de

un bafio Maria. Se lavé con 1 mL de éter dietilico el sulfato de sodio y se decantd en la capsula.

g. Se analiz6 ambos aceites por cromatografia de gases con detector de masas (CG-EM),
utilizando una columna HP-Innowax (con dimensiones 60 m de largo, 0.25 mm de didmetro y con
particula de 0.25 um de diametro) por 80 minutos con las siguientes condiciones: una corrida iso-
térmica de 2 minutos a 60 °C seguido de un aumento de temperatura a 235 °C con 3 °C/min de
pendiente y otra corrida isotérmica a 235 °C por 20 minutos. Se inyectd 0.2 uL de muestra con un

inyector splitless a 250 °C, una interfase a 280 °C y un flujo de helio a 0.5 mL /min.

h. Se determind los componentes de los aceites esenciales con los cromatogramas obtenidos
y la base de datos del CG-EM. Para esto se utilizo el software Chemstation version E.02.00.493 y

la base de datos de la NIST version 2.0.
3. Preparacion de las muestras para las pruebas fitoquimicas

a. Se secaron las muestras de hoja y corteza en una desecadora a temperatura maxima de 40

°C por una semana.
b. Se molieron a particula fina las muestras secas, tanto las de corteza como las de hojas.
c. Se guardaron las muestras molidas en frascos de vidrio.

4. Extraccion de los metabolitos

a. Se extrajeron los metabolitos por sistema Soxhlet (Figura 10 del Anexo). Se utiliz6 82.726
g de hojay 112.779 g de corteza para la preparacion de los sobres de extraccion. Se usaron 250 mL
de los siguientes solventes en el siguiente orden: hexano, benceno, diclorometano y metanol. Se

realizaron las extracciones con los tiempos mostrados en el Cuadro 2 de Resultados.

b. Luego de cada extraccion, se redujo el volumen de solvente hasta una tercera parte con

rotavapor.
c. Se guardaron los extractos en frascos de vidrio oscuro.

5. Pruebas colorimétricas. Se realizaron maltiples pruebas colorimétricas cualitativas, las cua-

les se enlistan aqui y estan descritas en Metodologia complementaria en el Anexo (pégina 86).
a. Para las muestras secas y molidas se realizaron las siguientes pruebas
i. Glicosidos cianogenéticos

ii. Quinonas
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iili. Saponinas
iv. Glicosidos cardiotonicos
v. Flavonoides
vi. Alcaloides

b. Para la extraccion con hexano se efectué una prueba para glicésidos cianogenéticos y otra
para glicésidos cardiotonicos.

c. Para la extraccion con benceno se llevd a cabo las siguientes pruebas:
i. Esteroles
ii. Glicosidos cianogenéticos
iii. Glicosidos cardiotonicos
iv. Quinonas
v. Saponinas
vi. Flavonoides
d. Para la extraccion con diclorometano se hizo las siguientes pruebas:
i. Taninos
ii. Sesquiterpenlactonas
iii. Esteroles
iv. Glicdsidos cianogenéticos
v. Glicésidos cardiotonicos
vi. Quinonas
vii. Saponinas
e. Para la extraccién con metanol se realiz6 las siguientes pruebas:
i. Flavonoides
ii. Sesquiterpenlactonas
iii. Esteroles

iv. Glicésidos cardioténicos
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v. Quinonas

vi. Taninos

vii. Saponinas
viii. Alcaloides

iX. Glicésidos cianogenéticos.

6. Se compard las familias de los metabolitos secundarios principales identificados en ambos
6rganos de la planta y se determin6 aquellos posibles que ayuden a tratar la leishmaniasis cutanea.
Se utilizé el siguiente criterio: las familias de metabolitos secundarios presentes en la corteza y

ausentes en la hoja seran los posibles potenciales anti leishmaniasis.
I. Plan de analisis de datos y presentacion de resultados

Para la presentacion de datos se elabord un cuadro con todos los metabolitos presentes segun al
organo de la planta al que pertenecen y a la familia de metabolitos presentes. Luego se llevo a cabo
un cuadro comparativo entre los metabolitos presentes en corteza y hoja para una visualizacion mas

clara de las diferencias.
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San Benito, Petén, Guatemala (Figura 8) y fue identificada como tal especie con la ayuda de la
comunidad de San Benito junto con la siguiente descripcidn fisiologica: arbol de hasta 30 metro de
altura, con hojas compuestas de cinco foliolos acuminados, flores moradas y fruto globoso amari-
Ilo-verde (Figura 9). La identificacion fue corroborada con el Herbario UVAL, como lo demuestra

VII.

Se recolectd 1 kg de hoja 'y 1 kg de corteza fresca de Vitex gaumeri en el Barrio EI Pedregal,

el Certificado del Anexo en la pagina 98.

Como una etapa pre experimental, se realizé una cromatografia de gases con los aceites esen-
ciales de la hoja y corteza de Vitex gaumeri. En el Cuadro 1 se presenta un resumen del cromato-

grama obtenido. De aqui en adelante, cada vez que se mencione hojay corteza se asumira de forma

Resultados

implicita que provienen de esta especie de planta.

Cuadro 1. Deteccion de moléculas volatiles en aceites esenciales por cromatografia de gases con

espectrometro de masas. Los picos descritos se refieren al cromatograma de la Figura 11.

C:;g;r::] ;e Fl)\il(?(; (n:?n) '?: )a Molécula més probable Estructura molecular”

1 6.551 4.30 Acetona PR

2 8.876 4.10 2-pentanona P

3 11873 3.81 3-etoxipentano D

4 21.730 8.02 Diazometano —nN=N
Hoja 5 32347 9.64 Terpinen—4-ol —~x-

6 43.673 30.17 Butilhidroxitolueno ,\X\,liﬁfl L

7 46961 491 23 dimetiloxirano Ay

8 54.289 5.79 2-(2-butoxietoxi)—etanol I

9 58.151 29.25 Eter 18—corona—6 o

1 5.437 36.23 Pentano /*:/\
Corteza 2 5.514 41.25 2-metilpentano PN

3 5.623 22.52 Etil éter. AN

*Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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Se procedié a realizar una extraccion a la hoja y corteza con un sistema Soxhlet y con diferentes

solventes. En el Cuadro 2 se presenta el tiempo de extraccion que se realizé para cada solvente. La

extraccion fue clave para las proximas pruebas colorimétricas.

Cuadro 2. Tiempos de extraccién del sistema Soxhlet con diferentes solventes.

Tiempo de extraccion (horas)

Hexano Diclorometano Benceno Metanol
Hoja 15 10 10 10
Corteza 2 10 3 8

Por medio de varias pruebas colorimétricas se pueden identificar la presencia o ausencia de

varias familias de metabolitos secundarios. Muchas de estas pruebas son independientes de otras

familias que no estan enfocadas a detectar mientras que otras otorgan informacion de mas de una

familia de metabolitos secundarios. Del Cuadro 3 en adelante se describen la apariencia de los

productos de las diferentes pruebas colorimétricas y muestran si la prueba salié positiva (+) o ne-

gativa (-) para el grupo de metabolitos que lo identifica. EI blanco en todas las pruebas fue el

extracto sin afadirse algun reactivo.

A. Taninos

Cuadro 3. Descripcion de los productos de las pruebas para taninos realizadas en los extractos de
diclorometano y metanol en hoja y corteza.

Solvente Blanco Test de gelatina  Gelatinaconsal  Test de FeCls;
Diclorome- Solucion inco- Igual que el Igual que el Solucion trans-
tano lora transltcida.  blanco. blanco. lucida color
(Figura 13) ) ) amarillo. (-)
Hoja Metanol Solucién opaca  Solucién verde  Igual que el test  Solucién opaca
(Figura 14) verde amari- amarillento tras-  de gelatina, pero café profundo.
llento. licido con pre-  con mayor pre-  (+)
cipitado verde.  cipitado.
(+) (+)
Diclorome- Solucién inco- Igual que el Igual que el Solucién color
tano lora transllcida.  blanco. blanco. amarillo.
(Figura 15) ) ) )
Corteza  \jetanol Solucion amari-  Solucién amari-  Igual que el test ~ Solucion café
(Figura 16) llenta semi llenta opaca con de gelatina, pero  oscuro con pre-

translicida.

precipitado.

)

mas opaca.

)

cipitado negro.

(+)
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Para la identificacion de taninos, se hicieron tres pruebas diferentes: test de gelatina, test de
gelatina con sal y test de cloruro férrico (FeCls). Una prueba positiva para el test de gelatina y el
de gelatina con sal es la presencia de precipitado, mientras que para el test de cloruro férrico es un
cambio de color a verde, azul oscuro o café segun el tipo de tanino, ya sea derivado del &cido gélico,

del pirocatecol o del pirogalol respectivamente (Figura 12). EI Cuadro 3 resume estos resultados.

Se observa que se obtuvo resultados positivos en los extractos metanolicos de la hoja y corteza.

B. Esteroles

Cuadro 4. Descripcién de los productos de las pruebas para esteroles realizado en los extractos de
diclorometano, benceno y metanol.

Liebermann— Burchard

Solvente Blanco Test de Salkowski
(L-B)
Diclorome-  Solucién incolora  Solucion incolora Solucién incolora
tano transldcida. opaca con fase inferior  translicida con fase in-
(Figura 18) marron. ferior amarillo marrén.
) )
Benceno Solucién ligera-  Solucion translucida Solucién translicida
(Figura 19)  mente color verde con fase inferior ver- con fase inferior color
transldcida. doso. Verde fluores- verde fluorescente.
Hoja cente bajo luz UV. Verde fluorescente
(+) bajo luz UV.
(+)
Metanol Solucién amari-  Solucidn de igual color  Solucidn de igual color
(Figura 20) llentatransllcida. que el blanco con que el blanco con
fondo marrdén oscuro.  fondo café amarillo.
Verde fluorescente ()]
bajo luz UV. (-)
Diclorome-  Solucidn incolora  Solucion incolora con  Solucién incolora fon
tano translicida. fase inferior color ro-  fase inferior amarillo.
(Figura 21) sado café. (+) )
Benceno Solucion incolora  Solucién incolora semi  Solucion incolora, fase
Corteza  (Figura 22) transllcida. opaca con fase inferior  inferior color amarillo
color rosado café. (+)  oliva. (-)
Metanol Solucién incolora  Solucion incolora con  Incolora con fase infe-
(Figura 23) translucida. fase inferior café ro- rior color café amari-

jiza. (+)

llo. (1)
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Los esteroles pueden ser determinados con las pruebas mostradas en el Cuadro 4: el test de
Liebermann-Burchard (L-B) y el Test de Salkowski. Cualquier tipo de esterol presenta una colo-
racion roja o verde con fluorescencia bajo luz ultravioleta (UV) para la primera prueba y un anillo

rojizo para la segunda.
C. Glicosidos cianogenéticos

Los glicasidos cianogenéticos no son facilmente detectables, ya que son hidrolizados rapida-
mente, pero, por medio del test de Guignard, el cual utiliza papeles de picrato, se puede comprobar
la presencia de estos metabolitos. Se arm6 un sistema como el mostrado en la Figura 25, donde se
colocaron tres papeles de picrato: uno sumergido en la solucioén —1—, otro suspendido a la mitad del
tubo de ensayo —2— y un tercero justo por debajo de la rosca —3—. En las Figura 26 y Figura 27 se
muestran las fotografias de los resultados: la tira larga de papel es el -1, el papel con orificio es el
—2—y el que sobra es el —3—. El Cuadro 5 describe con mejor detalle los resultados. Una prueba
positiva torna el papel de picrato a un color anaranjado o rojo. Segun los resultados, Unicamente

los extractos metandlicos presentaron un resultado positivo.

Cuadro 5. Prueba de Guignard para confirmar la presencia de glucésidos cianogenéticos.

Extracto de  Extracto de di-  Extracto de Extracto de
Planta seca
hexano clorometano benceno metanol
. . . Papel (1) y (2) Papelesde
Papeles de pi- Papeles de pi-  Papeles de pi- P . Wy (@) ) P .
. . . i de picrato con  picrato sin
Hoja crato sin cam-  crato sin cam-  crato sin cam- i .
. ) ) . cambio de co- cambios apa-
(Figura 26) bios aparentes. bios aparentes. bios aparentes.
0 0 0 lor aparente. rentes.
+) )
. . . Papel (1) y (2) Papeles de
Papeles de pi- Papeles de pi-  Papeles de pi- P i Dy @) ) P .
. . ) de picrato con  picrato sin
Corteza crato sin cam-  crato sin cam-  crato sin cam- i :
. . . . cambio de co- cambios apa-
(Figura 27) bios aparentes. bios aparentes. bios aparentes.
O O O lor aparente. rentes.
(+) )

D. Sesquiterpenlactonas

Las sesquiterpenlactonas son un grupo de la familia de terpenos que poseen quince carbonos y
se caracterizan por tener un anillo lactonico. Debido a que las pruebas son especificas para el anillo
lactonico, se puede tomar un falso positivo por la presencia de otros metabolitos con anillo lacto-
nico, como es el caso de los glicdsidos cardioténicos. Las pruebas de ambos grupos son entonces

complementarias para definir un resultado mas concreto. En el Cuadro 6 se presenta el test de Legal,
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el cual presenta una coloracion roja intensa en caso de ser positivo, y el test de Baljet, presentando
un color naranja o rojo en presencia de lactonas. Se obtuvo un resultado positivo Gnicamente en el
extracto de diclorometano en hoja con la prueba de Baljet.

Cuadro 6. Descripcidn de los productos de las pruebas para sesquiterpenlactonas en extracto de
diclorometano y metanol.

Solvente Blanco Legal Baljet
. Solucion trans-  Anillo superior naranja  Solucion opaca con pre-
Diclorome- . s ) . .
tano Iucida color con fase inferior cafe. cipitado verde amarillo
(Figura 28) verde oliva. )] oscuro y una fase supe-
Hoja rior café naranja. (+)
Metanol Solucion opaca Precipitado amarillo con  Fl6culos amarillos, pero
. color verde. una fase café oscura. sin cambio de color.
(Figura 29)
) )
Solucién inco-  Anillo superior color na-  Anillo superior color
Diclorome- lora translu- ranja con fase inferior amarillo naranja con
tano cida. incolora translucida. fase inferior color amari-
(Figura 30) )] llo palido.
Corteza @)
Metanol Solucioén na- Precipitado amarillo con  Solucién café con preci-
. ranja transla-  fase color café opaco. pitado amarillo.
(Figura31) .
cida. ()] ()]

Para corroborar el resultado positivo obtenido en el extracto de diclorometano en hoja con la
prueba de Baljet (Cuadro 6), se realizd una cromatografia en capa fina (TLC) con las siguientes
condiciones: fase estacionaria de silice con fase movil de benceno-metanol (9:1) y cloroformo-
metanol (99:1). En el Cuadro 7 se presenta los coeficientes de retencion (Ryr) de los compuestos

separados y detectados bajo luz visible (Vis) y luz ultravioleta (UV).

Drozdz y Bloszyk (1978) realizaron esta cromatografia y describieron los colores que presenta
cada sesquiterpenlactona luego de ser asperjado con una solucién reveladora de resorcinol al 2%
en metanol con &cido sulfurico al 2%, mezclados en volimenes iguales (1:1). Se observa que los
colores presentados en el cuadro no coinciden con los presentados por los autores, por lo que no se

obtuvo resultados positivos.
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Cuadro 7. Cromatografia en capa fina (TLC) de la planta seca. Se utilizd una solucién de resor-
cinol 2% en metanol junto con &cido sulfurico 2% (1:1) como agente revelador.

Color bajo luz vi-  Color bajo luz ul-

Fase movil Re sible (Vis) travioleta (UV)
benceno—metanol (9:1) 0.898  Verde (-) Roja-naranja (-)
Hoja , . .
(Figura 32) 0.514 Café opaco (-) Roja—naranja (-)
cloroformo—metanol (99:1) 0.751 Café—verde (-) Roja—naranja (-)
0.984 Verde (-) Roja—naranja (-)
0.391 No visible (-) Apenas visible (-)
benceno-metanol (9:1) 0.858 No v!s!ble “) Apenas v!s!ble )
Corteza 0.916 No visible (-) Apenas visible (-)
(Figura 33) 0.967 No visible (-) Apenas visible (-)
cloroformo—metanol (99:1) No p,re-
sento
E. Quinonas

Las antraquinonas, uno de los grupos principales de las quinonas, son facilmente detectadas con
el test de Borntréger y se puede complementar con otras dos pruebas presentadas en el Cuadro 9.
En el caso de presentarse quinonas, el test de Borntrdger muestra un anillo o una fase de color
rosado o rojo, la prueba de solubilidad en hidréxido de sodio (NaOH) puede presentar varios colo-
res y la prueba de aspersion con acetato de magnesio torna a un color violeta, naranja, rosado o
amarillo. Bajo luz UV, la prueba con acetato de magnesio puede presentar varios colores, siendo
un resultado positivo. En la mayoria de los extractos presentaron una prueba positiva en el test de

solubilidad en NaOH, mientras que ninguno presentd positivo en el test de Borntréager.

Cuadro 8. Pruebas de quinonas adicionales. Ver Figura 40.

Resumen de la prueba de aspersién con

Prueba de Borntradger modificado .
acetato de magnesio

Fase superior incolora opaca, fase inferior No hubo cambios aparentes antes y des-

Hoia incolora translucida. pués de ser asperjados con la solucion de
J ) acetato de magnesio.
Fase superior incolora opaca, fase inferior No hubo cambios aparentes antes y des-
Corteza incolora translicida. pués de ser asperjados con la solucion de
) acetato de magnesio. (-)
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Para complementar los resultados del Cuadro 9, se realiz6 un test de Borntrager modificado, el
cual se describe en el Cuadro 8 junto con un resumen de los resultados de la prueba con el acetato
de magnesio. Para el test de Borntrager modificado, un resultado positivo es la presencia de un

anillo rosado o rojo. En ninguno de los extractos present6 un resultado positivo para ambas pruebas.

Cuadro 9. Descripcidn de los productos de las pruebas para quinonas en extractos de diclorome-

tano, benceno y metanol.

das. (-)

amarillo. (+)

Solvente Borntrager Solubilidad en Aspersion con ace-
g NaOH tato de magnesio
Diclorome- Mezcla de dos fases  Solucién naranja con Bajo luz UV, pre-
tano incoloras y transluci- abundante precipi- senta un color rojo.
(Figura 34) das. (-) tado verde. (+) &)
Benceno Mezcla de dos fases ~ Solucidn café oscura Bajo luz UV pre-
Hoja . incoloras y transluci- con fase inferior co-  senta color café. (-)
(Figura 35) .
das. (-) lor amarillo. ()
Metanol Mezcla de dos fases  Solucion café oscura  Bajo luz UV pre-
(Figura 36) amarillas y transllci- con precipitado ama- senta color café con
g das. (-) rillo. (-) orilla verde.(+)
Diclorome- Mezcla de dos fases  Anillo superior color  No presenta color
tano incoloras y transl(ci-  rojo naranja bajo luz UV. ()
(Figura 37) das. (-) (+)
Mezcla de dos fases  Anillo inferior color  No presenta color
Benceno . . . .
Corteza . incoloras y transluci- naranja. bajo luz UV. (-)
(Figura 38)
das. (-) (+)
Metanol Mezcla de dos fases  Solucion naranja Bajo luz UV pre-
. incoloras y transluci- roja con precipitado  senta color verde
(Figura 39)

fluorescente. (+)

F. Saponinas

Las saponinas son facilmente detectadas con una prueba de espuma: estas moléculas alteran la
tension superficial del agua y causan espuma luego de ser agitadas. Se puede complementar con un
test de L-B modificado para saponinas, el cual presenta un color verde o rojo en caso de ser posi-

tivo. Los resultados se resumen en el Cuadro 10 y se observa un resultado positivo en la corteza.
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Cuadro 10. Descripcion de los productos de las pruebas para saponinas (ver Figura 42).

Prueba de espuma Test de L-B en extracto metandlico.

Ausencia de espuma. (-) Solucion translucida color amarillo verde péa-

Hoja . oo )
J lido con una fase inferior color café. (-)
Solucién incolora translicida con fase infe-

rior color café rojizo. (+)

Presencia de espuma con una altura

t .
Corteza aproximada de 1 cm. (+)

Para confirmar el resultado positivo de saponinas en corteza se realizé una TLC con las condi-
ciones descritas en el Cuadro 11. Para la solucién reveladora (A), las saponinas se detectan con un
color rosado o puarpura en luz visible (Vis) y verde o violeta bajo luz UV, y para la solucién reve-
ladora (B) se detectan con una coloracién oscura bajo luz Vis y fluorescencia verde bajo luz UV.
Como se observa en la Figura 44, la placa de TLC 2.A y la placa 2.B si muestran una coloracién
positiva para saponinas en corteza.

Cuadro 11. TLC de la planta seca para la separacion y deteccion de saponinas. El revelador (A) es

una solucion en cloroformo de cloruro de antimonio (111) al 20% y (B) es una solucién etandlica
de acido acético al 10% con éacido sulfarico al 10%.

Revelador (A) Revelador (B)

Organo de Fase movil Rf
la planta . .
Color Vis Color UV Color Vis Color UV
Acetona— 0 Verde (-) Naranja (-) —— _—
hexano (4:1)
) 0.106 —— _— Morado (-)  Naranja (-)
Hoja Cloroformo  0.833 Verde (-)  Violeta(+)  Rojo (-) Naranja ()
(Figura 43) —metanol- 0874 —— _— Amarillo (-) Naranja (-)
agua 0.888 —— e Verde (-) Naranja (-)
(13:7:1) 0.913 Amarillo (=) Verde (+) Verde oliva (-) Naranja (-)
0.984  verde oscuro (-) Ro0jo (-) e Café ()

Acetona— 0 _— Verde (+) _— _—
hexano (4:1)

quteza Cloroformo  0.510 Naranjaazul (+) Ambos ver- ~ Ambos cafés Ambos na-

(Figurad4)  _etanol-  0.841 Azul (+) des con contonali-  ranjas con
agua borde mo- dad morada  borde mo-
(13:7:1) rado (+) (+) rado (-)
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G. Glicésidos cardiotonicos

El test de Kedde y el de Raymond son especificos para glicésidos cardioténicos, ya que ambos
presentan una coloracion violeta o azul en presencia de anillos lacténicos insaturados. De igual
forma, el test de Baljet da un color rojo o naranja para el mismo grupo funcional. Como se observa
en el Cuadro 12 para el test de Kedde y en el Cuadro 13 para el test de Raymond en extractos
diferentes al metanolico, ninguno de los extractos presentd un resultado positivo. En el Cuadro 14

se describe ambas pruebas para el extracto metandlico, que también dieron resultados negativos.

Cuadro 12. Test de Kedde para glicésidos cardiotonicos. (Ver Figura 45 al Figura 48).

Después de ser asperjados con el reactivo de Kedde

No hubo cambio de color. El color fue intensificado Gnicamente en los extractos

Hoja .
J metanolicos. (-)

No hubo cambio de color. El color fue intensificado Gnicamente en los extractos

Corteza .
metanolicos. (-)

Para confirmar estos resultados, se realizd un test de Xantidrol (Cuadro 14) en el extracto me-
tanolico, el cual es una prueba especifica para 2—desoxiazlcares, 10s cuales se han presentado uni-
camente en la familia de los glicdsidos cardioténicos. Un color rojo presenta un resultado positivo.

No se obtuvo ninguln resultado positivo.

Cuadro 13. Test de Raymond para glucésidos cardioténicos.

Solvente Test de Raymond
Fase superior color amarillo oliva, una interfase café opaco y una
Hexano . . .
fase inferior verde oliva. (-)
Hoja Diclorome-  Fase superior verde oliva con una fase inferior amarillo. (-)

(Figura49)  tano

Fase superior café verde oscuro y una fase inferior verde. (-)

Benceno
Hexano Fase superior verde amarillo, interfase naranja y una fase inferior
color carmesi. (-)
Corteza Diclorome-  Fase superior amarillo y una fase inferior color carmesi. (-)

Benceno Fase superior verde y una fase inferior color amarillo. (-)
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Cuadro 14. Descripcion de los productos de las pruebas para glicosidos cardiotonicos en extractos

metanolicos.
Test de Ray- . .
Blanco esmien q ay Test de Baljet Test de Xantidrol

Solucion opaca Solucion café  Solucion café con Solucion translucida

Hoja .. i .

. color verde. oscuro. (— recipitado amarillo. color verde oliva. (—
(Figura 51) © precip ©

)

Corteza Solucion na- Solucion café  Solucion color café  Solucion turquesa que

. ranja transld-  oscuro. (-) naranja con precipi-  cambio de transldcida
(Figura52) . .

cida. tado amarillo. (-) a opaca. (-)

Dado que el cloruro de antimonio (I11) puede reaccionar con saponinas y glicdsidos cardioténi-
cos, y se habia observado una mancha azul en la placa de TLC 2.A en corteza (Figura 44), entonces
se corroboro6 si esta mancha se debe a glicésidos cardiotonicos o a otros metabolitos por medio de
otra TLC con cloruro de antimonio (I11) como revelador (A) y Cloramina T como revelador (B). El
primero da color rosado o parpura en luz Vis y verde, azul o morado en luz UV para esteroides y
triterpenos en general, mientras que la cloramina T da color azul, verde o amarillo bajo luz UV a
365 nm, siendo este especifico para glicosidos cardiotdnicos. No se observa un resultado positivo
para glicésidos cardiotdnicos.

Cuadro 15. TLC de la planta seca para la separacion y deteccion de glicésidos cardiotonicos. Se

realizé con una fase mavil de diclorometano—metanol-agua (65:35:10) y con revelador (A) de
cloruro de antimonio (l11) y (B) de cloramina T.

Revelador (A) Revelador (B)
Rf
Color Vis Color UV Color Vis Color UV
Hoja 0.903 No visible (-)  Naranja (-) Verde (-) No visible (-)
(Figura 53) 0.786 _— _— No visible (-)  Naranja (-)
Corteza 0.887 No visible (-)  Naranja (-) Azul () No visible (-)

(Figura 54)

H. Flavonoides

Los flavonoides son una familia compuesta por diferentes grupos de metabolitos, por lo que
para cada grupo se presenta una prueba especifica. Se realizaron siete pruebas distintas EI Cuadro

16 resume todas estas pruebas.
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Cuadro 16. Descripcion de los productos de las pruebas para flavonoides.

Hoja Corteza
Prueba
Benceno Metanol Benceno Metanol
(Figura 56) (Figura 57) (Figura 58) (Figura 59)
Blanco Solucion inco- Solucioén transli-  Solucién inco- Solucion translu-
lora. cida verde oliva.  lora. cida amarillo pa-
lido.
Test de Cia-  Igual que el Solucién transla-  Igual que el Solucién transla-
nidina blanco. (-) cida naranjadm-  blanco. (-) cida verde jade.
bar. (+) Color mas fuerte
en la fase orga-
nica. (+)
Test para leu- Igual que el Solucion transld-  Igual que el Solucién opaca
coantociani-  blanco. (-) cida verde. (-) blanco. (-) azul verdoso. (-)
nas
Test de Igual que el Solucién transla-  Igual que el Solucién transla-
Shinoda blanco. (-) cida naranjadm-  blanco. (-) cida verde jade.
bar. (+) (+)
Test con Igual que el Igual que el Igual que el Igual que el
SbCls blanco, con preci- blanco, con preci- blanco, con preci- blanco, con preci-
pitado blanco. (-) pitado blanco. (-) pitado blanco. (-) pitado blanco. (-)
Test con Igual que el Igual que el Igual que el Igual que el
H>SO4 blanco. (-) blanco. (-) blanco. () blanco, pero con
un ligero color
verde. (-)
Test con Solucion del co-  Solucidn café os-  Solucion del co-  Solucion verde
FeCl; lor de la solucion  curo. (+) lor de la solucion  oscuro. (+)
de FeCls. (-) de FeCls. (-)
Test de Dim-  Igual que el Igual que el Igual que el Igual que el
roth blanco. (-) blanco. (-) blanco. (-) blanco. ()

El test de Cianidina y el de Shinoda son una prueba general para evidenciar la presencia del

esqueleto de los flavonoides, siendo positivo un cambio de color observable. Las leucoantocianinas

son detectadas con &cido sulfarico y calor, siendo positivo cuando la solucién se torna un color rojo

o0 violeta. El test con cloruro de antimonio (I11) indica presencia de chalconas o flavonas si se ob-

serva un precipitado rojo-violeta o amarillo-naranja respectivamente. Si se aplica acido sulfarico
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sin calor, un cambio de color a amarillo fuerte o a tonalidades de naranja o rojo es positivo para
diferentes flavonoides. El test de cloruro férrico indica la presencia de moléculas fendlicas, siendo
positivo un cambio de color a verde o azul segln lo observado en la prueba para taninos. Por dltimo,
el test de Dimroth es especifico para 5-hidroxiflavonas. Se obtuvo resultados positivos para el ex-
tracto metandlico en las pruebas de Shinoda, antocianidinas y cloruro férrico, las demas pruebas

salieron negativas.
I. Alcaloides

Por dltimo, se realizaron tres pruebas para la deteccion de alcaloides, ya sea primarios, secun-
darios, terciarios o cuaternarios, en la planta seca. El test de Mayer es positivo cuando se produce
una solucion lechosa o precipitado blanco, en el test de Wagner es positivo cuando se produce
fléculos de color café y en el test de Dragendorff cuando se produce una solucion naranja marron.
Se observa en el Cuadro 17 que se obtuvieron resultados positivos tanto para la hoja como para la

corteza con el test de Dragendorff.

Cuadro 17. Descripcion de los productos de las pruebas para alcaloides.

Alcaloides Blanco Test de Mayer Testde Wag-  Test de Dra-
ner gendorff
Primarios, secun-  Solucién inco- Igual que el Solucion Solucioén
darios o terciarios lora. blanco. (-) translucida translucida na-
(Figura 60) amarilla. (-) ranja marron.
_ (+)
Hoja
Cuaternarios Solucion Igual que el Solucion Solucioén
(Figura 61) translicida blanco. (-) translucida translucida na-
beige claro. amarillo pé- ranja marron.
lido. () (+)
Primarios, secun-  Solucion inco- Igual que el Solucion Solucioén na-
darios o terciarios lora. blanco. () translucida ranja marron
(Figura 62) amarillo pa- con fléculos
Cor- lido. () naranjas. (+)
28 cyaternarios Solucion Solucién ama-  Solucién Solucion
(Figura 63) translicida rillo muy pa-  translicida translucida
amarillo &m-  lido. () amarillo pa- amarillo péa-
bar. lido. (-) lido. (-)
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Para corroborar los resultados del test de Dragendorff se realizo una TLC en placas de silica con
fase movil de diclorometano-acetona-dietilamina (5:4:1) y con revelador (A) de reactivo de Dra-
gendorff y (B) de &cido sulfarico al 5%(v/v). El primero es positivo si se presenta una coloracion
naranja oscura o café, mientras que el segundo presenta una coloracion azul Unicamente bajo luz
UV. Se observa en el Cuadro 18 que presentd resultados positivos para todos los alcaloides en la
hoja y alcaloides primarios, secundarios o terciarios en la corteza.

Cuadro 18. TLC de la planta seca para la separacion y deteccion de alcaloides. Se realizé con una

fase mavil de diclorometano-acetona-dietilamina (5:4:1) y con revelador (A) de reactivo de Dra-
gendorff y (B) de &cido sulfarico al 5%(v/v).

] Revelador (A) Revelador (B)
Tipo de alca-
loide Rf )
Color Vis Color UV
Primario, secun- 0.079 Rojo intenso (-) _—
dario o terciario 0.926 e Celeste (+)
0.957 Franja blanca (-) e
) Cuaternario 0.126 Naranja oscuro (+) e
Hoja 0.406  Naranja oscuro (+) —
(Figura 64) 0463  — Azul (+)
0.533 Naranja oscuro (+) Azul (+)
0.615 Naranja oscuro (+) _—
0.787 Naranja oscuro (+) _—
0.867 I Azul (+)
Primario, secun- 0.580 _— Celeste (+)
Corteza dario o terciario 0.943 Franja amarilla blanca. () ——
(Figura 65) Cuaternario No pre- —— _—
sento
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VII1.Analisis de resultados

Las muestras de Vitex gaumeri fueron recolectadas en San Benito, Petén, y fueron corroboradas
con su identificacion taxonémica en el Herbario UVAL (ver Certificado del Anexo en la pagina
98). De forma paralela, se realizd una entrevista a Pablo Axcanti, un curandero de la comunidad de
Poptun, Petén. La transcripcion de esta entrevista puede ser revisada en Entrevista del Anexo, pa-
gina 86. En esta entrevista, se destaca el uso insélito de la corteza de V. gaumeri para tratar la
leishmaniasis: es quemada a ceniza y esta se utiliza como ungiiento sobre la piel. Dentro de la
metodologia no se contemplo este paso, ya que esta informacién fue recabada durante la experi-
mentacion y porque el presente trabajo se baso en la actividad anti leishmaniasis que Peralza et al.
presenta en su trabajo (2007). Por otro lado, Rizzo et al. describen también el uso de esta planta
como unguento sobre las heridas de leishmaniasis; sin embargo, no son especificos al momento de
describir como preparan este ungiiento (1999). Queda entonces la tarea para este trabajo de realizar
un tamizaje completo a la hoja y corteza de V. gaumeri para identificar aquellas familias de meta-
bolitos secundarios gque son principales dentro de la actividad anti leishmaniasis segun el siguiente
criterio: aquellas familias de metabolitos presentes en la corteza y ausentes en la hoja seran los

posibles metabolitos con potencial para curar la enfermedad.

De aqui en adelante, cada vez que se mencione hoja y corteza se asumira de forma implicita que

provienen de las muestras de V. gaumeri recolectadas.
A. Identificacion de las familias

De forma preliminar, se realizd una cromatografia de gases con espectrometro de masas (CG-
EM) para la identificacion de metabolitos volatiles en la planta. Se observa en el Cuadro 1 que la
corteza no presenta metabolitos volatiles, ya que los identificados en el cromatograma (Figura 11)
son parte del éter de petréleo, el cual fue utilizado como solvente para la cromatografia. No obs-
tante, se observa que en la hoja si presentd moléculas que no provienen del solvente: terpinen—4—
ol, butilhidroxitolueno y acetona. Tanto el terpeno como la acetona, son muy comunes dentro de
las plantas, siendo las causantes del agradable aroma de las hojas; por otro lado, el butilhidroxito-
lueno es un compuesto poco téxico para el humano y se ha encontrado muy rara vez dentro de la
naturaleza, encontrandose incluso en el pericarpio del lichi (Jiang et al., 2013). Con estos resulta-

dos, no se puede realizar una conclusién robusta acerca de los metabolitos volatiles de la planta, ya
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que no se contd con estandares externo necesarios para la identificacion de los metabolitos, sino

que se utilizo la base de datos que el mismo equipo trae consigo.

Dentro de la experimentacion, se realizaron multiples analisis colorimétricos cualitativos, los
cuales ayudaron a evidenciar la presencia o ausencia de ciertas familias de metabolitos. Tales prue-
bas se basaron en la metodologia de varios articulos y libros, los cuales son descritos con mejor
detalle en la seccion de Metodologia Complementaria del Anexo (pégina 87).

1. Taninos.

Segun los resultados del Cuadro 3, tanto la hoja como la corteza presentan taninos dentro de su
estructura. El test de gelatina y el de gelatina con sal dan evidencia clara de la familia de los taninos,
siendo el test de cloruro férrico el que identifica qué grupo pertenece esos taninos dado al cambio
de color. El color no fue completamente visible en los tubos de ensayo, por lo que se dejaron filtrar
en un papel toalla y se observa, segun la Figura 17, que el extracto metandélico de hoja presenta una
coloracion similar al control de pirogalol (Figura 12) y el extracto metandlico de corteza presenta
una coloracién que parece ser la mezcla entre el control de pirocatecol y el &cido galico. Por lo
tanto, la hoja de V. gaumeri presenta taninos derivados del pirogalol y la corteza presenta taninos
derivados del &cido galico y del pirocatecol.

2. Esteroles.

Con los resultados del Cuadro 4 se evidencia la presencia de esteroles en el extracto de benceno
en hoja y en los extractos de diclorometano, benceno y metanol en corteza. Pese a que se obtuvo
resultados negativos en las pruebas de Salkowski en los extractos de corteza, las pruebas de Lie-
bermann—Burchard (L—B) si dan evidencia de la presencia de esteroles. Si se compara el mecanismo
de reaccion del test de Salkowski (pagina 89) con el de L-B (pagina 88), se observa que en el
primer mecanismo ocurre una eliminacion seguido de una condensacién y en el segundo ocurre
una acetilacion seguido de una deacetilacion. El segundo paso para ambos mecanismos es clave: la
condensacion entre dos esteroles no se beneficia si existe otra molécula en el medio que lo impida,

mientras que la deacetilacion no depende de la naturaleza de otras moléculas en el medio.

Una explicacion plausible para esto es la presencia de glicésidos esteroidales. En el primer paso
del mecanismo para ambas reacciones, el glicésido es separado de la aglicona por efecto de los
reactivos; no obstante, la aglicona puede sufrir de una eliminacion mas no se puede asegurar que
sufra de una condensacién con otra aglicona, ya que en el medio estara presente el glicésido libre.
El test de Salkowski puede dar un falso negativo si se considera que la condensacion no se favorece

entre dos esteroides.

42



Por lo tanto, la hoja de V. gaumeri posee metabolitos esteroidales y su corteza posee glicosidos

esteroidales.
3. Glicdsidos cianogenéticos.

Los glicosidos cianogenéticos no son facilmente detectables debido a su rapida hidrolizacion,
el cual produce el glicésido y acido cianhidrico. Esta es una de las pruebas que se debe de realizar
al inicio de la experimentacion. Segun el Cuadro 5, tanto la corteza como la hoja presentan estos
metabolitos en el extracto metandlico; sin embargo, este resultado es un falso positivo. Si el extracto
metanolico tuviera glicésidos cianogenéticos presentes, también lo tendria la planta seca, ya que el
extracto fue obtenido de estas muestras secas. Como se obtuvo un resultado negativo en la muestra
de planta seca, entonces existe una contradiccion con el resultado positivo en el extracto metano-
lico. Se puede dar dos afirmaciones: el papel de picrato detectd la presencia de otra familia de
moléculas, el cual es posible ya que la prueba es sensible a grupos lacténicos, o los papeles de
picrato se contaminaron con el color del extracto. Por lo tanto, la hoja y corteza de V. gaumeri no

presentan glicésidos cianogenéticos.
4, Sesquiterpenlactonas.

En el Cuadro 6 se observa que Unicamente el extracto de diclorometano de hoja obtuvo un re-
sultado positivo en el test de Baljet, indicando la presencia de un grupo lacténico. Como este test
no es especifico para esta familia de metabolitos, se realizé una cromatografia en capa fina (TLC)
de los extractos y se aplico una solucién reveladora especifica para sesquiterpenlactonas segin lo
descrito por Drozdz y Bloszyk (1978). Segun el Cuadro 7, en ninguna de las placas de TLC se
obtuvo una coloracién positiva. Por lo tanto, la hoja y corteza de V. gaumeri no presentan sesqui-

terpenlactonas, pero si metabolitos con grupos lactonicos.
5. Quinonas.

La prueba de Borntréger es especifica para antraquinonas, mientras que las pruebas con hidro-
xidos de sodio y acetato de magnesio son para quinonas en general. En el Cuadro 8 y Cuadro 9 se
observa que no se obtuvo resultados positivos para el test de Borntrager, por lo que no se presentan
antraquinonas en ningun extracto. Los colores en la prueba de hidréxido de sodio indican qué grupo
de quinonas esta presente en el medio. Segun Thomson (1971), un color naranja indica la presencia
de 2-hidroxinaftaquinonas y un color rojo naranja la presencia de 2—hidroxiantraquinonas; sin em-
bargo, ya se habia concluido que los extractos no presentan antraquinonas, por lo que el color rojo
naranja se debe a la presencia de mas de un tipo de quinona. Ya sea que el extracto tenga 2-hidro-

xinaftaquinonas con 3,5—dihidroxinaftaquinonas o con 2—hidroxi-5—metilbenzoquinonas.
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El test de acetato de magnesio fue disefiado en un inicio para determinar la presencia de antra-
quinonas hidroxiladas (Shibata et al., 1950) pero méas adelante se evidencié que determinaba la
presencia de quinonas hidroxiladas en general (Thomson, 1971). Para este test, Gnicamente se ob-
tuvo resultados positivos en los extractos metandlicos de la hoja y corteza, lo cual concuerda con
la naturaleza de las quinonas hidroxiladas y su solubilidad en solventes orgéanicos polares. En cor-
teza, la prueba de acetato de magnesio se fortalece con la de hidroxido de sodio, evidenciando la
presencia de quinonas en este érgano de la planta, pero se presenta una contradiccion en el caso de
la hoja. Esta contradiccion tiene una sencilla explicacion: el extracto metanélico de la hoja posee
una gran variedad de quinonas que la mezcla de los colores le otorgaron un color café oscuro. Cabe

destacar que estas pruebas son cualitativas, por lo que si se presenta mezcla de colores.

Por lo tanto, la hoja y la corteza de V. gaumeri presentan quinonas que no pertenecen al grupo

de las antraquinonas.
6. Saponinas.

Por medio de la prueba de espuma y del test de L-B modificado para saponinas esteroidales, se
evidencié la presencia de saponinas en corteza y su ausencia en hoja, como lo muestra el Cuadro
10. El resultado fue confirmado con una TLC en el Cuadro 11. En la seccién de Esteroles (pagina
42) se habia mencionado de un posible glicésido esteroidal presente en los extractos de la corteza.
Este glicdsido pertenece entonces a la familia de las saponinas, ya que esta familia pertenece a la
familia de los glicésidos esteroidales. Por lo tanto, segln la evidencia de la seccion de Esteroles
con la prueba de espuma y L-B, la corteza de V. gaumeri presenta saponinas, mientras que la hoja

de la misma planta no la presenta.
7. Glicésidos cardiotonicos.

Con las pruebas presentadas en los Cuadros 12 al 15, se observa que tanto la corteza como la
hoja no presenta glicosidos cardiotdnicos. Estos glicosidos, al igual que las saponinas, pertenecen
a la familia de los glicdsidos esteroidales, por lo que la ausencia de los glicésidos cardioténicos
refuerza la idea de que los glicdsidos esteroidales presentes en los extractos de corteza son de la
familia de las saponinas. Por lo tanto, la hoja y corteza de V. gaumeri no presentan glicsidos

cardiotonicos.
8. Flavonoides.

Los flavonoides son una familia muy extensa de metabolitos, con una alta variedad de estructu-

ras diferentes. Dentro de las siete pruebas colorimétricas distintas que se realizaron (Cuadro 16),
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solo se obtuvo resultados positivos en el test de cianidina, de Shinoda y con cloruro férrico. Los
test de cianidina y de Shinoda indican la presencia general de flavonoides, por lo que tanto la cor-
teza como la hoja poseen flavonoides, y el color indican qué grupo de flavonoide posee. Como la
hoja obtuvo un color naranja &mbar, significa que posee flavonoides de tipo flavona, mientras que
la corteza obtuvo un color verde jade, el cual significa que posee flavononas, flavonoles o flavano-
noles. Debido a que los tres grupos poseen estructuras similares, no se puede concluir con certeza

si la corteza presenta un solo tipo de flavonoide principal o si es una mezcla de las tres.

Como se habia discutido en la seccion de Taninos (pagina 42), el color del test de cloruro férrico
es complementario a las demas pruebas, ya que indica la presencia de derivados de pirogalol, piro-
catecol y acido galico. Al igual que los taninos, los flavonoides presentes en la hoja son derivados

del pirogalol y en la corteza son derivados del acido galico y del pirocatecol.

Por lo tanto, la hoja y corteza de V. gaumeri presentan flavonoides; especificamente, la hoja

posee flavonas y la corteza posee flavononas, flavonoles o flavanonoles.
9. Alcaloides.

En el Cuadro 17 se presenta los resultado para alcaloides. El test de Dragendorff fue el Gnico
que dio positivo para aminas primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias en hoja y tnicamente
primarias, secundarias o terciarias en corteza. Como se obtuvo resultados negativos en los test de
Mayer y Wagner, se corrobord los resultados positivos con una TLC. Los resultados de aminas
cuaternarias en hoja (Cuadro 18) son mas robustos en comparacion de los demas resultados, por lo
gue no es posible afirmar si existe 0 no presencia de alcaloides primarios, secundarios o terciarios
en hoja y corteza. Por lo tanto, la hoja de V. gaumeri presenta al menos alcaloides de tipo cuater-

narios, mientras que en la corteza no se puede afirmar si estan presentes o no.
B. Comparacion entre hoja y corteza

A partir de toda la informacidn obtenida, se puede afirmar que la hoja de V. gaumeri posee las
siguientes familias de metabolitos secundarios principales: taninos derivados del pirogalol, esteroi-
des, quinonas que no son antraquinonas, flavonoides de tipo flavona y alcaloides cuaternarios; por
otro lado, la corteza posee los siguientes: taninos derivados del acido gélico y del pirocatecol, qui-
nonas que no son antraquinonas, saponinas, flavonoides de tipo flavononas, flavonoles o flavano-
noles y posiblemente alcaloides. Se habia mencionado en la seccidn de sesquiterpenlactonas la
presencia de grupos lactonicos distintos a estos terpenos. Como se obtuvo negativo en las pruebas
de glicésidos cardiotonicos, estos grupos lacténicos no se pueden identificar ni clasificar a una

familia especifica, debido a la poca informacion que se tiene de ellos.
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La unica familia de metabolitos secundarios principales que estan presentes en la corteza y au-
sentes en la hoja es el de las saponinas. Las saponinas, como la Maesabalide 111 (13) han sido
estudiadas para tratar la leishmaniasis, obteniendo resultados satisfactorios (Germonprez et al.,
2005; Dutta et al., 2007; Maes et al., 2004). Con esta evidencia, se puede afirmar que las saponinas
presentes en la corteza de V. gaumeri son la posible familia de metabolitos secundarios principales
gue poseen potencial anti leishmaniasis.

Para corroborar la conclusién de esta investigacion, es necesario realizar experimentos in vitro
0 in vivo con Leishmania spp.

(13)°

*La estructura presentada es de elaboracién propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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IX. Conclusiones

Por medio de diferentes pruebas colorimétricas cualitativas se pudo realizar una identificacion
general de las principales familias de los metabolitos secundarios presentes en la hoja y corteza de
Vitex gaumeri. Se identifico las siguientes familias de metabolitos secundarios en la hoja: taninos
derivados del pirogalol, esteroides, quinonas que no son antraquinonas, flavonoides de tipo flavona
y alcaloides cuaternarios; y los siguientes en la corteza: taninos derivados del &cido galico y del
pirocatecol, quinonas que no son antraquinonas, saponinas, flavonoides de tipo flavononas, flavo-
noles o flavanonoles y posiblemente alcaloides. La familia més notoria que estd presente en la

corteza y ausente en la hoja es la de saponinas.

Las saponinas han sido estudiadas y algunas han sido identificadas por sus propiedades contra
la leishmaniasis, como la Maesabalide 111, por lo que esta familia es la que posee mayor probabili-
dad de tener actividad anti leishmaniasis en comparacion de las otras familias identificadas. Ade-
mas, se han realizado estudio con los otros metabolitos presentes en la planta, como flavonoides y
guinonas; no obstante, debido al criterio establecido, estas moléculas poseen una menor o nula
probabilidad de presentar actividad anti leishmaniasis por estar presente tanto en la hoja como en

la corteza de V. gaumeri.

47






X. Recomendaciones
Debido a la naturaleza de la investigacién, no se evalu6 la actividad anti leishmaniasis de las
saponinas identificadas en la corteza de Vitex gaumeri, por lo que es necesario realizar experimen-
tos in vitro o in vivo con Leishmania spp para corroborar la conclusion del trabajo. Ademas, es
necesario realizar un andlisis cuantitativo de las saponinas y los demés metabolitos secundarios

presentes para poder determinar su concentracion en la planta.

Con los datos obtenidos en la entrevista, se recomienda realizar una experimentacion similar a
este trabajo con hojas tiernas recién brotada de las ramas y nuevamente con la corteza, con la dife-
rencia de realizar los analisis colorimétricos después de tratar la hoja y corteza como lo trataria un
curandero en Petén; es decir, machacar la hoja y calentarla sobre ceniza caliente y quemar la corteza
a ceniza. De esta forma, es posible evaluar e identificar aquellas familias de metabolitos secunda-
rios que se mantienen después de ser tratadas. Esta informacion, con la presentada en este trabajo,
ayudaria a tener un panorama mas claro de los metabolitos principales que intervienen en la activi-

dad anti leishmaniasis.
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XII.
A. Figuras adicionales

Anexo

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia
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Figura 8. Mapa del lugar en donde se recolecto la planta. Barrio El Pedregal, San Benito, Petén,
Guatemala, con coordenadas 16.926479, —89.915665.

(Iméagenes tomadas de Google Maps, 2019)

Figura 9. Fotografias de V. gaumeri recolectadas en San Benito, Petén, Guatemala. La descrip-
cion de esta planta se presenta en el Certificado en la pagina 98.

S

(Fotografias por Lic. Maria Renée Alvarez, 2019)
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Figura 10. Sistema de extraccion Soxhlet (izquierda) y de destilacion por arrastre de vapor (dere-

(Elaboracién propia)

cha) utilizados durante la investigacion.

S

Figura 11. Cromatogramas de la hoja y corteza de V. gaumeri. Las condiciones de la cromatogra-

fia se describen en la metodologia (pagina 22).
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Figura 12. Control positivo para la prueba de cloruro férrico en taninos. De izquierda a derecha:
positivo para acido galico, positivo para pirocatecol y positivo para pirogalol.

(Elaboracién propia)

Figura 13. Fotos de las pruebas para taninos en extracto de diclorometano en hoja. 1) Test de ge-
latina, 2) test de gelatina con sal, 3) test de cloruro férrico (FeCls), 4) blanco

(Elaboracién propia)
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Figura 14. Fotos de las pruebas para taninos en extracto de metanol en hoja. 1) Test de gelatina,
2) test de gelatina con sal, 3) test de FeCls, 4) blanco.

(Elaboracién propia)

Figura 15. Fotos de las pruebas para taninos en extracto de diclorometano en corteza. 1) Test de
gelatina, 2) test de gelatina con sal, 3) test de FeCls, 4) blanco.
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(Elaboracién propia)

61



Figura 16. Fotos de las pruebas para taninos en extracto de metanol en corteza. 1) Test de gela-
tina, 2) test de gelatina con sal, 3) test de cloruro férrico FeCls, 4) blanco.

E

(Elaboracién propia)

Figura 17. Comparacion entre el color del test de FeCl; en extracto metandlico de hoja (izquierda)
y corteza (derecha).

(Elaboracién propia)
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Figura 18. Prueba de esteroles para extracto de diclorometano en hoja. 1) Test de Liebermann—
Burchard (L-B), 2) Test de L-B para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.
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(Elaboracién propia)

Figura 19. Prueba de esteroles para extracto de benceno en hoja. 1) Test de L-B, 2) Test de L-B
para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.
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(Elaboracién propia)
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Figura 20. Prueba de esteroles para extracto de metanol en hoja. 1) Test de L-B, 2) Test de L-B
para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.

¢—

(Elaboracién propia)

Figura 21. Prueba de esteroles para extracto de diclorometano en corteza. 1) Test de L-B, 2) Test
de LB para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.

(Elaboracién propia)
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Figura 22. Prueba de esteroles para extracto de benceno en corteza. 1) Test de L-B, 2) Test de
L-B para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.

(Elaboracién propia)

Figura 23. Prueba de esteroles para extracto de metanol en corteza. 1) Test de L-B, 2) Test de L—
B para saponinas esteroidales, 3) test de Salkowski, 4) blanco.
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(Elaboracién propia)
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Figura 24. Pruebas de esteroles bajo luz ultravioleta. A) Muestra de benceno en hoja del test de
L-B, B) muestra de metanol en hoja del test de L-B, C) muestra de metanol en hoja del test de L—
B para saponinas esteroidales, D) muestra de benceno en hoja del test de Salkowski

(Elaboracién propia)

Figura 25. Esquema de los tubos de ensayo para el test de Guignard. Imagen de elaboracion pro-

pia.
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(Elaboracién propia)
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Figura 26. Test de Guignard para la presencia de glicosidos cianogenéticos en hoja. De izquierda
a derecha: extracto de benceno, hexano, diclorometano, metanol y planta seca.

7/

Beacano Hex

(Elaboracién propia)
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Figura 27. Test de Guignard para la presencia de glicdsidos cianogenéticos en corteza. De iz-
quierda a derecha: extracto de benceno, hexano, diclorometano, metanol y planta seca.
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(Elaboracion propia)
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Figura 28. Pruebas para sesquiterpenlactonas en extracto de diclorometano en hoja. 1) Blanco,
2) Test de Baljet, 3) Test de Legal.
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(Elaboracién propia)

Figura 29. Pruebas para sesquiterpenlactonas en extracto de metanol en hoja. 1) Blanco, 2) Test
de Baljet, 3) Test de Legal.

(Elaboracién propia)
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Figura 30. Pruebas para sesquiterpenlactonas en extracto de diclorometano en corteza. 1) Blanco,
2) Test de Baljet, 3) Test de Legal.
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(Elaboracién propia)
Figura 31. Pruebas para sesquiterpenlactonas en extracto de metanol en corteza. 1) Blanco,
2) Test de Baljet, 3) Test de Legal.
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(Elaboracién propia)
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Figura 32. Cromatografia en capa fina (TLC) de la muestra de hoja. De izquierda a derecha: 1)
fase mévil de benceno—metanol (9:1) y su observacion bajo luz UV, 2) fase mévil de cloroformo—
metanol (99:1) y su observacion bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)

Figura 33. Cromatografia en capa fina (TLC) de la muestra de corteza. De izquierda a derecha: 1)
fase movil de benceno—metanol (9:1) y su observacién bajo luz UV, 2) fase movil de cloroformo-—
metanol (99:1) y su observacion bajo luz UV.

(Elaboracién propia)
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Figura 34. Prueba para quinonas en extracto de diclorometano en hoja. 1) Prueba de solubilidad
en NaOH, 2) test de Borntrager, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)

Figura 35. Prueba para quinonas en extracto de benceno en hoja. 1) Prueba de solubilidad en
NaOH, 2) test de Borntrdger, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)
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Figura 36. Prueba para quinonas en extracto de metanol en hoja. 1) Prueba de solubilidad en
NaOH, 2) test de Borntrager, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.

(Elaboracién propia)

Figura 37. Prueba para quinonas en extracto de diclorometano en corteza. 1) Prueba de solubili-
dad en NaOH, 2) test de Borntrager, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)
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Figura 38. Prueba para quinonas en extracto de benceno en corteza. 1) Prueba de solubilidad en
NaOH, 2) test de Borntrager, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)

Figura 39. Prueba para quinonas en extracto de metanol en corteza. 1) Prueba de solubilidad en
NaOH, 2) test de Borntrdger, 3) aspersion de acetato de magnesio bajo luz UV.
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(Elaboracién propia)
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Figura 40. Pruebas para quinonas. De izquierda a derecha: prueba de Borntrdger modificado y as-
persidn de acetato de magnesio para corteza y hoja respectivamente. 1) Extracto de diclorome-
tano, 2) de benceno, 3) de metanol.

(Elaboracién propia)

Figura 41. Pruebas para quinonas bajo luz UV. Ejemplo de las distintas coloraciones que tuvieron
los resultados. 1) solucidn verdosa traslicida, 2) solucién brillante, 3) solucién verdosa opaca.

(Elaboracién propia)
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Figura 42. Prueba de L—B para saponinas esteroidales y test de espuma en corteza y hoja.

(Elaboracién propia)

Figura 43. TLC de planta seca para deteccién de saponinas en hoja. Se utilizd una fase mévil de
1) acetona—hexano (4:1) y 2) cloroformo-metanol-agua (13:7:1). Se revel6 asperjando A) cloruro
de antimonio (I11) (SbCls) al 20% en cloroformo y B) reactivo de L-B.
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(Elaboracion propia)
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Figura 44. TLC de planta seca para deteccion de saponinas en corteza. Se utilizo una fase movil
de 1) acetona-hexano (4:1) y 2) cloroformo—metanol-agua (13:7:1). Se reveld asperjando
A) SbCl; al 20% en cloroformo y B) reactivo de L-B.
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(Elaboracién propia)

Figura 45. Test de Kedde para glicosidos cardiotonicos en extracto de hexano. Primera fila co-
rresponde al extracto en hoja y la segunda fila al extracto en corteza. Las fotografias con fondo
negro son antes de ser asperjadas con el reactivo de Kedde y las de fondo blanco son después.
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(Elaboracién propia)
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Figura 46. Test de Kedde para glicosidos cardiotonicos en extracto de diclorometano. Primera fila
corresponde al extracto en hoja y la segunda fila al extracto en corteza. Las fotografias con fondo
negro son antes de ser asperjadas con el reactivo de Kedde y las de fondo blanco son después.

(Elaboracién propia)

Figura 47. Test de Kedde para glicosidos cardiotdnicos en extracto de benceno. Primera fila co-
rresponde al extracto en hoja y la segunda fila al extracto en corteza. Las fotografias con fondo
negro son antes de ser asperjadas con el reactivo de Kedde y las de fondo blanco son después.

(Elaboracién propia)

Figura 48. Test de Kedde para glicosidos cardiotonicos en extracto metanélico. Primera fila co-
rresponde al extracto en hoja y la segunda fila al extracto en corteza. Las fotografias con fondo
negro son antes de ser asperjadas con el reactivo de Kedde y las de fondo blanco son después.

(Elaboracion propia)
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Figura 49. Test de Raymond para glicésidos cardiotdnicos en extracto de hoja. De izquierda a de-
recha: extracto en benceno, en diclorometano y en hexano.
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(Elaboracién propia)

Figura 50. Test de Raymond para glicésidos cardiotonicos en extracto de corteza. De izquierda a
derecha: extracto en benceno, en diclorometano y en hexano.
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(Elaboracién propia)
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Figura 51. Pruebas de glic6sidos cardiotonicos en extracto metandlico de hoja. 1) Blanco, 2) test
de Raymond, 3) test de Baljet, 4) test de Xantidrol.

(Elaboracién propia)

Figura 52. Pruebas de glicésidos cardiotonicos en extracto metandlico de corteza. 1) Blanco,
2) test de Raymond, 3) test de Baljet, 4) test de Xantidrol.

J b |

] ’

(Elaboracién propia)
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Figura 53. TLC de planta seca para la deteccion de glucosidos cardiotonicos en hoja. En la placa
de la izquierda se utiliz6 la solucion de SbCl; al 20% en diclorometano y en la derecha cloramina
T como reveladores.

} .

- o sesim

(Elaboracion propia)

Figura 54. TLC de planta seca para la deteccion de glucésidos cardiotonicos en corteza. En la
placa de la izquierda se utiliz6 la solucién de SbCls; al 20% en diclorometano y en la derecha clo-
ramina T como reveladores.
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(Elaboracion propia)

80



Figura 55. Pruebas para flavonoides en Morin, un control positivo de flavonoles. 8) Blanco, 1)
test de cianidina, 2) test para leucoantocianinas, 3) test de Shinoda, 4) test con SbCls, 5) test con
acido sulfurico, 6) test de FeCls, 7) test de Dimroth.

afddidq
10T

(Elaboracién propia)
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Figura 56. Pruebas para flavonoides en extracto de benceno en hoja. 8) Blanco, 1) test de ciani-
dina, 2) test para leucoantocianinas, 3) test de Shinoda, 4) test con ShCls, 5) test con acido sulfu-
rico, 6) test de FeCls, 7) test de Dimroth.

(Elaboracion propia)
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Figura 57. Pruebas para flavonoides en extracto metandlico en hoja. 8) Blanco, 1) test de ciani-
dina, 2) test para leucoantocianinas, 3) test de Shinoda, 4) test con SbCls, 5) test con 4cido sulfu-
rico, 6) test de FeCls, 7) test de Dimroth.

(Elaboracién propia)

Figura 58. Pruebas para flavonoides en extracto de benceno en corteza. 8) Blanco, 1) test de cia-
nidina, 2) test para leucoantocianinas, 3) test de Shinoda, 4) test con SbCls, 5) test con acido sul-
farico, 6) test de FeCls, 7) test de Dimroth.
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(Elaboracion propia)
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Figura 59. Pruebas para flavonoides en extracto metandlico en corteza. 8) Blanco, 1) test de ciani-
dina, 2) test para leucoantocianinas, 3) test de Shinoda, 4) test con SbCls, 5) test con acido sulfu-
rico, 6) test de FeCls, 7) test de Dimroth.

(Elaboracién propia)

Figura 60. Pruebas para alcaloides primarios, secundarios o terciarios en hoja. 1) Test de Mayer,
2) Test de Wagner, 3) Test de Dragendorff, 4) blanco.

(Elaboracién propia)
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Figura 61. Pruebas para alcaloides cuaternarios en hoja. 1) Test de Mayer, 2) Test de Wagner, 3)
Test de Dragendorff, 4) blanco.

(Elaboracién propia)

Figura 62. Pruebas para alcaloides primarios, secundarios o terciarios en corteza. 1) Test de Ma-
yer, 2) Test de Wagner, 3) Test de Dragendorff, 4) blanco.
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(Elaboracién propia)
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Figura 63. Pruebas para alcaloides cuaternarios en corteza. 1) Test de Mayer, 2) Test de Wagner,
3) Test de Dragendorff, 4) blanco.

A1

(Elaboracién propia)

Figura 64. TLC de la planta seca para la deteccién de alcaloides en hoja con fase mévil de diclo-
rometano-acetona-dietilamina (5:4:1). Las placas fueron reveladas con (A) reactivo de Dragen-
dorff, (B) &cido sulfurico al 5%(v/v).

(Elaboracion propia)
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Figura 65. TLC de la planta seca para la deteccion de alcaloides en corteza con fase mévil de di-
clorometano-acetona-dietilamina (5:4:1). Las placas fueron reveladas con (A) reactivo de Dra-
gendorff, (B) acido sulfarico al 5%(v/v).

(Elaboracién propia)
B. Entrevista

Se realiz6 una entrevista a Pablo Axcanti, un curandero de Poptln, Petén. Las preguntas fueron
enfocadas a los sintomas de leishmaniasis cutanea —conocida como enfermedad del chiclero—, a
como era tratada y el uso de Vitex gaumeri —0 jocote de mico— como tratamiento. Fue una entrevista
rapida debido a varios contratiempos que ocurrieron durante el viaje a Petén, pero la informacion

recaudada es vital para futuras investigaciones.
P: (Qué caracteristicas presenta la enfermedad del chiclero?

R: La enfermedad inicia como una bombita roja con picazén, reventandose y dejando una marca
como hoyo. Se observa como ojo de pescado luego de quince dias a un mes. Si sale pus, se le
conoce como chiclera himeda, de lo contrario se le conoce como chiclera seca. En ésta tltima so6lo
saca costra, pero genera mayor picazon. El borde de la herida presenta una gran cantidad de yemas.
Al rascarse se contamina y se contagia mas, creciendo la herida. En este momento es cuando se
conoce si es humeda o no. La enfermedad no es infecciosa, solo se transmite por la mosca del
chiclero [mosca de arena]. La misma mosca no puede infectar dos areas del cuerpo, pero puede

existir una segunda infeccion por otra mosca.
P: {Qué hacen las personas para tratar esta enfermedad?

R: Actualmente se usan plantas medicinales. Antes, se usaban ampollas de Glucantime ya que
se habia perdido informacion de las plantas. Se retomo el uso de plantas, se volvio mas util y eco-

nomico. Dentro de las plantas que mas se utiliza esta el Pa’ulul, el Ixcanan y el Yaxnic. El Pa’ulul
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[no posee otro nombre comun y no se mostrd foto o muestra alguna de esta planta, por lo que se
desconoce su nombre cientifico] es una planta que nace de las piedras, es pequefia con 15 cm de
altura, de hoja redonda con tres a cuatro flores. El Ixcanan, chichipin o Hamelia patens es una
planta con flor naranja y comin de observarla en los caminos. El Yaxnic o Vitex gaumeri es un

arbol alto con flores moradas.
P: ;Como utilizan estas plantas?

R: En el caso del Pa’ulul se utiliza tanto la hoja como el tallo para hacer un tamalito y se calienta
sobre ceniza de fogata. Luego de unos minutos se saca de las cenizas y se aplica caliente sobre la
llaga del chiclero. En el caso de Ixcanan, se tuesta en el comal y se aplica sobre la herida como
polvo. La corteza del Yaxnic es quemada y se utiliza la ceniza caliente para aplicarla sobre la herida
seca. Es de una sola vez y en siete a quince dias se cae la costra, de lo contrario se repite el proce-
dimiento. Algunas veces se utiliza la hoja tierna recién brotada de las ramas, la cual es machacada
y se hace tamalito con hoja de Moxhxan [¢ Calathea lutea?], el cual es utilizado cominmente para
envolver tamales. Se pone el tamalito sobre ceniza caliente y se aplica el tamalito caliente sobre la
llaga. Se retira luego de media hora y se lava bien con agua. Se aplica tres veces al dia. No se pone
mucho tiempo sobre la herida porque es tdxico. Estos brotes no se ingieren, ya que produce con-
vulsiones y vomitos, al igual que la cascara y la corteza. Tanto el Pa’ulul como el Yaxnic son

equivalentes en la hora de escoger un tratamiento.
C. Metodologia complementaria

Se describen a continuacién los procedimientos de cada una de las pruebas realizadas en este
trabajo de graduacion. Cada una esta basada en literatura y en algunas se muestran las reacciones

quimicas que ocurren en los experimentos.
1. Pruebas para taninos.

Para las pruebas de gelatina y gelatina con sal se basaron en el articulo de Marini-Bettolo et al.
(1981) y el test de cloruro férrico en el de Wadjciak-Kosior y Oniszczuk (2008). Se evaporaron 5
mL de extracto de diclorometano y metandlico a sequedad en un bafio de vapor, se agreg6 25 mL
de agua caliente y se agit6 hasta disolver. Al enfriarse, se agregaron cuatro gotas de cloruro sédico
al 10%(p/v) y se filtro al vacio. El s6lido fue desechado y la solucion se repartio en cuatro tubos de
ensayo. Los primeros tres tubos se utilizaron para las siguientes pruebas mientras que el cuarto

sirvio de blanco.
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a) Test de gelatina.

Se agregaron 5 gotas de solucién de gelatina al 5%(p/v) y se dejo reposar por diez minutos.

Tanino + Gelatina (u otra proteina) — Precipitado @
b) Test de gelatina con sal.

Se agregaron 5 gotas de solucion de gelatina al 5%(p/v) con 5 gotas de sal al 10%(p/v). Se dejo

reposar por diez minutos. La reaccion de este test se describe en (1).
c) Test de cloruro férrico (FeCls).
Se agregaron 4 gotas de FeCls al 9%(p/v) y se dejé reposar por diez minutos. La reaccion (2) es

un ejemplo del pirocatecol reaccionando con el cloruro férrico.

OH

HO 0 0 H
N\ / oy
2 + FeCly ——m= /Fe\ + 3HC ( )
o] 0

2. Pruebas para esteroles.

Las pruebas para esteroles estan basadas en el articulo de Whitby (1923). Se evaporaron 5 mL
de extracto de benceno, de diclorometano y metandlico hasta sequedad en un bafio de vapor. Se
decolord el extracto seco con varias porciones de 10 mL de dietil éter y, luego de que el lavado de
éter quedara incoloro, se agregd 20 mL de benceno. Se filtré al vacio y se reparti6 en cuatro tubos

de ensayo. El cuarto tubo fungié como blanco.
a) Test de Liebermann-Burchard.

Se agregaron 3 gotas de anhidrido acético al tubo de ensayo y una gota de acido sulfurico. Se

agitd suavemente y se dejé reposar por una hora.

R R F R
o o (verds)
M NEA R
’ ' ©)
o
Ho )I\n

b) Test de Liebermann-Burchard para saponinas esteroidales.

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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Se agregaron 19 gotas de anhidrido acético y una gota de acido sulfarico. Se agit6 suavemente

y se dejé reposar por una hora. La reaccion para este test es similar a (3).
c) Test de Salkowski.

Se agrego lentamente 1 mL de &cido sulfurico concentrado y se dejé reposar por una hora.

HO

3. Pruebas para glicésidos cianogenéticos.

La siguiente prueba esta basado en el test de Guignard descrito en el trabajo de Kar (2007). Se
recortaron rectangulos de papel filtro con dimensiones de 1cmx3cm, se sumergieron en una solu-
cion de acido picrico 1%(p/v), se secaron en un horno a 40 °C por tres minutos, se sumergieron en

una solucién de carbonato de sodio 10%(p/v) y huevamente se secaron en el horno.

En diferentes tubos de ensayo con rosca se agregaron 3 mL de cada uno de los extractos reali-
zados y en otro tubo de ensayo se agreg6 100 mg de la planta molida. A cada uno se agreg6 1 mL
de agua y un par de gotas de tolueno. Se trituré suavemente con una varilla de vidrio y se colocaron
los papeles de picrato segun la Figura 25. Se taparon los tubos de ensayo y se dejaron reposar en el
horno a 40 °C por dos horas.

maceracion (5)*

RCN + H,0 ———— ROH + HCN(,

CH OH

0N NG, ool NO

_nen (6)"

NGy Isopurpurato (rojo)

4, Pruebas para sesquiterpenlactonas.

Las dos pruebas colorimétricas estan basadas en trabajo de Silva, Lee y Kinghorn (1998), mien-

tras que la cromatografia en capa fina (TLC) est4 basada en el articulo de Drozdz y Bloszyk (1978).

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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En tres tubos de ensayo diferentes se agregaron 3 mL del extracto de diclorometano y metandlico,

uséndose el primer tubo como blanco.
a) Test de Baljet.

Se agreg0 5 gotas de una solucién preparada con volumenes iguales de &cido picrico 1%(p/v) e

hidroxido de sodio 10%(p/v). Se dejo reposar por 10 minutos.

5 o 0N O: H NO, 2 (Maranja-rojo)
\ o KOH \ /O MO,
CH o
TN o]

b) Test de Legal.

@

Se agregd 5 gotas de piridina, una gota de nitroprusiato de sodio 5%(p/v) y cinco gotas de hi-

droxido de sodio 2N. Se dejé reposar por 10 minutos.

M

Z
\Q\N

Fel:

M
AN
— \L 5 KOH X"

NY—=—F&"——N 4 / — |

N// \\N : ONI ®)

c) TLC.

Se moli6 5 g de la planta seca con 20 mL de cloroformo. Se filtr6 al vacio, se descartd sélido y
la solucidn fue almacenada con 25 mL de etanol al 95%(v/v) y 25 mL de acetato de plomo 4%(p/v)
por 24 horas a 4 °C. Se filtré al vacio, descartandose el sélido, y la solucién fue extraida con tres
volumenes de 10 mL de cloroformo. Se concentraron los extractos de cloroformo y se cromatogra-
fié en placas de silica en dos fases méviles diferentes (benceno-metanol (9:1) y cloroformo-metanol
(99:1)) y fueron asperjadas con una solucion preparada con volimenes iguales de resorcinol al

2%(p/v) en metanol y acido sulfarico al 2%(v/v). Las placas se calentaron en un horno a 100 °C

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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por 5 minutos luego de ser asperjadas y se observaron bajo luz visible (Vis) y bajo luz ultravioleta
(UV).

5. Pruebas para quinonas.

Para la deteccién de quinonas hidroxiladas se presenta dos pruebas diferentes: el test de
Borntrager, que se puede dividir en tres pruebas diferentes: con hidréxido de amonio, con hidréxido
de sodio y el modificado; y el test con acetato de magnesio. EI método realizado se basa en lo
descrito en Rufai, Isah e Isyaka (2016), Thomson (1971), Joint Committee of the Pharmaceutical
Society and the Society for Analytical Chemistry on Methods for the Evaluation of Drugs (1965)
y Shibata, Takito y Tanaka (1950) respectivamente. Para las pruebas de Borntréger y de acetato de
magnesio se utiliz6 los extractos de benceno, diclorometano y metanélico, mientras que la prueba

de Borntréager modificado se utilizo la planta seca y molida.
a)  Testde Borntréger (hidréxido de amonio).

Se evapord 3 mL de extracto a sequedad en un bafio de vapor, se dejé enfriar y se agregé 30 mL
de agua destilada. Se filtrg, se descart6 el sélido y la solucion se extrajo con 10 mL de benceno. La
fase acuosa fue descartada y la fase organica se colocé en un tubo de ensayo. Se agreg6 2 mL de
hidréxido de amonio, se mezclé y se dejo reposar por 20 minutos.

on 0 oH oH D|/ \D 0 ln OH
U0 — ) L] @
(Rojo o rosado) 0
o L 0 |

b)  Test de Borntrager (hidroxido de sodio).

Se colocé en un tubo de ensayo 3 mL de extracto, 4 gotas de etanol y 8 gotas de hidréxido de
sodio 5%(p/v). Se dejo reposar por 20 minutos. La reaccién va a depender del tipo de quinona

presente en el extracto.
c)  Test de Borntrdger modificado.

Se calentd 0.5 g de planta seca con 10 mL de hidroxido de potasio 0.5 N en un bafio de vapor

por 30 minutos. Se dejo enfriar y se filtr6 al vacio, descartandose el sélido. La solucion se acidificd

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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con 10 gotas de &cido acético glacial y se agregé 1 mL de perdxido de hidrogeno 3%. Se dejé
reposar por cinco minutos y se extrajo con 10 mL de benceno. La fase acuosa fue descartada y la
fase organica se coloco en un tubo de ensayo. Se agregd 2 mL de hidroxido de sodio y se dejo
reposar por 20 minutos. La reaccion de la prueba es similar a (9).

d)  Test con acetato de magnesio.

Se recortaron cuadrados de papel filtro con dimensiones de 2.5cmx2.5cm y se colocd una gota
de extracto en cada cuadrado de papel filtro. Se esperd a que el solvente se evaporara del papel
filtro y se asperjo6 con acetato de magnesio al 0.5%(p/v) disuelta en metanol. Se secd dentro de un
horno a 90 °C por 5 minutos. No se presenta una reaccion precisa para esta prueba.

6. Pruebas para saponinas.

Las saponinas son identificadas con una prueba de espuma y con un test de L-B descrita en las
pruebas de esteroles. Se realizé la prueba de espuma segln lo descrito en Mir, Parihar, Tabasum y
Kumari (2016) y se realiz6 un TLC en placas de silica de acuerdo a varios autores mencionados

mas adelante.
a) Prueba de espuma.

Se coloc6 100 mg de la planta seca dentro de un tubo de ensayo con rosca y se agreg6 un volu-
men igual de agua destilada. Se tapé y se agité vigorosamente por 40 segundos. Se dejé reposar

por 30 minutos. Esta prueba no presenta una reaccion.
b)  TLC.

Se agreg06 a 500 mg de planta seca 20 mL de &cido clorhidrico 1 My se dej6 reposar por 2 horas.
Se realiz6 una extraccion con 20 mL de éter dietilico y se descarto la fase acuosa. La fase organica
se llevo a sequedad en un bafio de vapor y se redisolvié con 20 mL de cloroformo. La solucion fue
concentrada y se realiz6 su TLC en placas de silica con fase movil de acetona-hexano (4:1) segin
Oleszek, Kapusta y Stochmal (2008). Las saponinas fueron reveladas asperjando las placas con una
solucion en cloroformo de cloruro de antimonio (111) al 20%(p/v) segin Oleszek et al.(2008). y una
solucidn preparada con volimenes iguales de acido acético 10%(v/v) y anhidrido acético (v/v) en
etanol segiin Marini-Bettolo et al. (1981). En ambos casos, las placas fueron calentadas dentro de

un horno a 100 °C por cinco minutos luego de ser asperjadas con el revelador.
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Se realizd otra TLC en placas de silice con el extracto metandlico de la planta de forma directa.
Se utiliz6 una fase mavil de cloroformo-metanol-agua (13:7:1) segln segun Oleszek et al. (2008)

y con los mismos reveladores ya descritos.
7. Pruebas para glicdsidos cardioténicos.

Los test de Kedde, Raymond y Baljet sirven para la deteccion del anillo lacténico de la aglicona
y el test de Xantidrol determina la presencia de 2-desoxiazucares. Para el test de Kedde y Raymond
se utilizaron todos los extractos y para los test de Baljet y Xantidrol se utilizaron los extractos
metandlicos. El procedimiento esta basado en lo descrito en Kar (2007). Ademas, se realizé un
TLC con las condiciones descritas en Oleszek et al.(2008).

a) Test de Kedde.

Se recortaron cuadrados de papel filtro con dimensidnes 2.5cmx2.5cm y en cada uno se coloco
1 gota, 2 gotas y 3 gotas del extracto. Se dejo6 evaporar los solventes y los papeles fueron asperjados
con una preparada con volimenes iguales de una solucién de acido 3,5-dinitrobenzoico al 3%(p/v)
en etanol y una solucién acuosa de hidroxido de sodio al 8%(p/v). Se secaron dentro de un horno a

100 °C por 5 minutos.

(10)°

b) Test de Raymond.

Se colocaron 3 mL del extracto en un tubo de ensayo y se agreg6 2 gotas de una solucion de
m-dinitrobenceno al 1%(p/v) en etanol y 3 gotas de hidroxido de sodio al 20%(p/v). Se dejé reposar

por 20 minutos.

NOg

0N (Azul o violeta)

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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C) Test de Baljet.

Se colocaron 3 mL del extracto en un tubo de ensayo y se agrego6 5 gotas de una solucion pre-
parada en volumenes iguales de acido picrico al 1%(p/v) e hidréxido de sodio al 10%(p/v). Se dejo

reposar por 20 minutos. Presenta la misma reaccion que ((7).
d) Test de Xantidrol.

Se evapor6 5 mL del extracto en un bafio de vapor hasta sequedad. El extracto seco fue lavado
con porciones de 10 mL de éter dietilico hasta que el lavado de éter quedara incoloro. Se afiadié 3
mL de metanol y se trasvasé a un tubo de ensayo, donde se agreg6 10 gotas de una solucion de
xantidrol al 0.125%(p/v) en &cido acético glacial con 1% de &cido clorhidrico concentrado. Se dejo

reposar por 20 minutos.

OH
o]
+ 2.desoxiaz )LOH N (12)
2-desoxiazicar T Complejo rojo
0

e) TLC.

En un Erlenmeyer se coloco 1 g de la planta seca junto con 20 mL de etanol al 50%(v/v) y 10
mL de acetato de plomo al 10%(p/v) y se dejo reflujar por 15 minutos en una plancha térmica. Se
dejo enfriar y se filtrd al vacio, descartando el s6lido. La solucién fue acidificada con 4 mL de &cido
acético y se realiz6 una extraccion liquido-liquido con tres lavados de 15 mL de diclorometano. La
fase acuosa fue descartada y la fase organica fue secada con sulfato de sodio. Se realizé un TLC en
placa de silica con fase mavil de diclorometano-metanol-agua (65:35:10) y se reveld con una solu-
cion de cloruro de antimonio (111) al 20%(p/v) en cloroformo y con una solucién de cloramina T.
Para esta solucién se mezclé 10 mL de cloramina T al 3%(p/v) con 25 mL de 4cido tricloroacético
al 25%(v/v) en etanol. Las placas, luego de ser asperjadas, fueron colocadas dentro de un horno a

100 °C por 5 minutos.
8. Pruebas para flavonoides.

Se secd 1 g de extracto metandlico y de benceno en un bafio de vapor. Se lavé con porciones de

10 mL de éter dietilico hasta que el lavado quedara incoloro. Los lavados fueron descartados. Se

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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agreg6 30 mL de etanol al 80%(v/v) y se filtré al vacio. La fase solida se descarto y la fase acuosa
se repartié en ocho tubos de ensayo, donde el octavo fungié como blanco. Los test de cianidina,
Shinoda y &cido sulfurico fueron preparados segln Silva et al. (1998), los de cloruro férrico (111) y
Dimroth segin Venkataraman (1959) y el de leucoantocianinas segun Hillis (1956).

a) Test de cianidina.

Se agreg6 10 gotas de acido clorhidrico concentrado y 5 virutas de magnesio al tubo de ensayo.
Se dejé reposar por 10 minutos y se agregd un volumen igual de agua destilada junto con 1 mL de

octanol. Se dejé reposar por 20 minutos.

13y’

HCI

b) Test de Shinoda.

Se agreg6 5 virutas de magnesio y 2 gotas de acido clorhidrico concentrado al tubo de ensayo.

Se dejé reposar por 20 minutos. La reaccién es similar a (13).
C) Test de Leucoantocianinas.

Se agreg6 10 gotas de &cido clorhidrico concentrado al tubo de ensayo y se dejo reposar por
cinco minutos dentro de un bafio Maria. Se sac6 del bafio y se dejé reposar por una hora. La prueba

no presenta una reaccion conocida.
d) Test de cloruro de antimonio (I11).

Al tubo de ensayo se agregd 3 gotas de cloruro de antimonio al 20%(p/v) en cloroformo. Se dejé

reposar por 20 minutos. La prueba no presenta una reaccion conocida.
e) Test de cloruro de hierro (I11).

Al tubo de ensayo se agreg6 2 gotas de cloruro de hierro (111) al 1%(p/v). Se dejé reposar por

20 minutos. La prueba no presenta una reaccion conocida.

* Las estructuras presentadas son de elaboracion propia, utilizando el software MarvinSketch v.17.29.
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f) Test de 4cido sulfurico.

Al tubo de ensayo se agregd 5 gotas de acido sulfdrico concentrado. Se dej6 reposar por 20

minutos. La prueba no presenta una reaccion conocida.
9) Test de Dimroth.

Al tubo de ensayo se agreg6 5 gotas de acido borico al 3%(p/v) en anhidrido acético. Se dejé

reposar por 20 minutos. La prueba no presenta una reaccion conocida.
9. Pruebas para alcaloides.

Se macer6 1 g de planta seca con 20 mL de etanol al 80%(v/v) y se filtr6, descartando la fase
sOlida. Se evapord a sequedad dentro de un bafio de vapor y se afiadié 15 mL de &cido clorhidrico
2 N. Se agit6 y se mantuvo dentro del bafio de vapor por 20 minutos. Luego de enfriarse, se agrego
1 g de Celite y se filtrd. Se descarto la fase solida y la fase acuosa fue alcalinizada con suficiente
hidréxido de amonio hasta llegar a un pH de 8 0 9. La solucion se extrajo con 10 mL de cloroformo.
A la fase acuosa se le agregd suficiente acido clorhidrico 2 N para disminuir el pH a 1 y se filtro.
La fase sélida fue descartada y la acuosa se reparti6 en cinco tubos de ensayo, siendo el cuarto tubo
el blanco y el quinto tubo para un andlisis posterior en TLC. La fase organica de cloroformo se
evaporoé a sequedad en un bafio de vapor y se agreg6 10 mL de acido clorhidrico 2 N. Se agitd y se
filtro, descartandose la fase sélida y la fase acuosa fue distribuida en cinco tubos de ensayo, de la
misma forma en que se realiz6 con la fase acuosa. Las siguientes pruebas colorimétricas fueron
preparadas segun lo descrito en Kar (2007) y la TLC con las condiciones descritas en Mroczek

(2008) y reveladores segn Svendsen y Verpoorte (1983).
a) Test de Mayer.

Al tubo de ensayo se agregd cuatro gotas de una solucién preparada con 0.136 g de cloruro de
mercurio (I1) y 0.30 g de yoduro de potasio en 10 mL de agua. Se dejé reposar por 20 minutos. La

prueba no presenta una reaccion conocida.
b) Test de Wagner.

Al tubo de ensayo se agregé cuatro gotas de una solucion preparada con 0.13 g de yodo subli-
mado y 0.2 g de yoduro de potasio en 10 mL de agua. Se dejé reposar por 20 minutos. La prueba

no presenta una reaccion conocida.
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C) Test de Dragendorff.

Al tubo de ensayo se agreg0 cuatro gotas de una solucion preparada con 4 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 10 mL de acido nitrico al 30% con 13.6 g de yoduro de potasio en 25 mL de

agua. Se dejd reposar por 20 minutos. La prueba no presenta una reaccion conocida.
d) TLC.

Se realiz6 la cromatografia en una placa de silica con una fase movil de cloroformo-acetona-
dietilamina (5:4:1). Se asperj6 con la solucion preparada en el test de Dragendorff y con una solu-
cion de &cido sulfurico al 5%(p/v).
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D. Certificado

PBX: 2368-0791 al 95
2364-0336 al 40
2364-0492 al 97

§

HERBARIO UVAL

AYAISALAIND
GUATEMALA

Ext. 528
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
Dy, ypa v UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Egelencia que trasciende
DEVALLE 18 Av. 11-95, Zona 15, V.H. lll

Apartado Postal No. 82, 01901
Guatemala, Guatemala, C.A.

Guatemala, 27 de septiembre de 2019

A quien corresponda:

Por este medio certifico que recibi en abril del presente afio, de manos de Felipe
Ramirez, una planta proveniente de San Benito, Petén, para confirmar la identificacién de
la especie. La planta fue identificada e ingresada a la coleccién del Herbario UVAL. El
numero de registro es 20,959 para posteriores consultas.

La especie de la muestra recibida corresponde a:
Familia: Lamiaceae

Especie: Vitex gaumeri Greenm

Nombres comunes: Jocote de mico

Descripeién corta: arboles de hasta 30 metros; hojas palmaticompuestas, opuestas con 5
foliolos; foliolos elipticos de 6 a 22 cm de largo, enteros, 4pice agudo a acuminado, base
obtusa a redondeada; inflorescencia axilar, en paniculas de 8 a 30 cm de largo; flores
pubescentes con corola azul, tubo de 4 a 5 mm de largo y 2 a 3 mm de ancho; fruto
globoso, amarillo, de 12 a 20 mm de didmetro.

Atentamente, quedo a sus servicios,

Licda. Maria Renée Alvarez Ruano
Curadora Herbario UVAL
Instituto de Investigaciones

Universidad del Valle de Guatemala
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