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RESUMEN

Q.C.B. Jesus Rolando Mata Huerta Fecha de graduacién: Julio 2026
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina

Titulo de Aplicacion de Disolventes Eutécticos Profundos Naturales
estudio: (NADES) en la extraccion de metabolitos secundarios y su
impacto en la bioactividad de plantas del noreste de México.

Namero de 124 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
paginas: con orientacion en Quimica Biomeédica

Area de estudio: Departamento de Quimica Analitica, Facultad de
Medicina, UANL

Propésito y Método del Estudio: El propdsito de este estudio fue
analizar el uso de Disolventes Eutécticos Profundos Naturales en la
extraccion de metabolitos secundarios de plantas nativas del noreste de
México y el efecto del uso de estos disolventes en la actividad biolégica
de estos extractos. Se prepararon y caracterizaron seis NADES los
cuales se emplearon para la extracciéon de Turnera diffusa, Leucophyllum
frutescens y Cordia boissieri. Se analizaron los extractos por HPLC-
DAD, se realiz6 un analisis fitoquimico y se determiné su actividad
antioxidante y efecto en la viabilidad celular.

Contribuciones y Conclusiones: Los NADES a base de azlcares
permiten la extraccion de compuestos de tipo flavonoide y taninos a
partir del material vegetal, mientras que los NADES &acidos permiten la
extraccion de compuestos del tipo azucares. La actividad antioxidante
de T. diffusa aumenta con el uso de NADES acidos. No se observé una
disminuciéon en la viabilidad celular de los extractos obtenidos con
NADES.

Directora

Dra. C. Cecilia Delgado Montemayor
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Medicina tradicional y herbolaria

La medicina tradicional se define como el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias de diferentes
culturas indigenas que se usan en la prevencion, diagnostico, mejora y
tratamiento de enfermedades fisicas y mentales (Organizacion Mundial de la
Salud, 2015). La practica de esta forma de medicina esta influida por factores
como la cultura, importancia histérica, reglamentos y el contexto de cada region
o pais. Asi, en algunos paises su uso esta extendido debido a un acceso limitado
a servicios de salud convencionales (Cuevas, 2018). En México, ademas, forma
parte integral de la cultura indigena, representando un simbolo de su identidad y

defensa de sus derechos (Cuevas, 2018).

La medicina herbolaria forma parte de la medicina tradicional y se caracteriza
por el uso de las diferentes partes de una planta, como raices, hojas, flores o
semillas, en la mejora, prevencion y tratamiento de las enfermedades (Guzman,

2017). El empleo de plantas con fines terapéuticos en México tiene su origen en
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tiempos prehispanicos, donde estas representaban el principal recurso
terapéutico para los pueblos indigenas (Campos-Navarro, 2016). Sin embargo,
durante mucho tiempo estos conocimientos permanecieron marginados de la
medicina convencional debido a la falta de evidencia cientifica que respaldara su

eficacia terapéutica (Pefia, 2020).

En la actualidad, la poblacion ha recurrido a la herbolaria, dentro de la
medicina tradicional, debido a factores como el costo y los efectos secundarios
que presentan los medicamentos actuales (Pena, 2020). Asimismo, la publicacion
de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos resalta la
importancia de las plantas medicinales en México y su potencial aplicacion en

diversas industrias, incluida la farmacéutica (Campos-Navarro, 2016).

De esta manera, el gobierno de México, a través de la Ley General de Salud
(Congreso de los Estados Unidos Mexicanos, 2021), reconoce tres tipos de
productos herbolarios: medicamentos, remedios y suplementos alimenticios.
Cada uno de estos productos es elaborado con material vegetal o sus derivados,
empleandose la parte aérea o subterranea de una planta o preparaciones de

esta: extractos, tinturas, jugos, resinas, aceites grasos y esenciales.

El pais cuenta con una gran riqueza botanica que lo situa entre los tres paises
con mayor biodiversidad de América (Ulloa, 2017). Dentro de estas plantas, cerca
de 4500 son medicinales y por lo menos el 90% de la poblacién ha recurrido a
estas en algun punto de su vida (Covarrubias-Gémez, 2009; Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2021). A pesar de esto, solo un bajo porcentaje
de este material vegetal ha sido estudiado cientificamente (Torres-Gonzalez,
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2011). Ademas, solo algunos medicamentos herbolarios aprobados en México
por la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS, 2021) provienen de plantas nacionales (Tabla I), por lo que surge la
necesidad de investigar y desarrollar productos herbolarios a partir de plantas

nativas.

Tabla I. Plantas utilizadas en los medicamentos herbolarios aprobados

por COFEPRIS entre 2001 y 2021 (Morales, 2021).

Nombre cientifico

Nombre comun

Aesculus hippocastanum L.

Castano de Indias

Allium sativum L.

Ajo

Bacopa monnieri (L.) Wettst.

Hisopo de agua

Calendula officinalis L.

Caléndula

Cassia angustifolia M. Vahl

Sen

Echinacea pallida Nutt.

Equinacea palida

Echinacea purpurea (L.) Moench

Equinacea purpura

Eleutherococcus senticosus Rupr.

Ginseng siberiano, eleuterococo

Echinacea angustifolia DC.

Equinacea de hoja estrecha

Equisetum arvense L.

Cola de caballo

Equisetum laevigatum A.Braun

Cana carricillo, cola de caballo

Ganoderma lucidum (Curtis) P.Karst. Hongo reishi
llex paraguariensis A.St.-Hil. Yerba mate
Lepidium meyenii Walpers Maca




Panax ginseng C.A.Mey Ginseng
Passiflora incarnata L. Pasiflora
Paullinia cupana Kunth Guarana
Plantago psyllium L. Zaragatona

Plantago ovata Forsssk.

Psyllium rubio

Rhodiola rosea L.

Rodiola

Silybum marianum (L.) Gaertn.

Cardo mariano

Smilax aristolochiifolia Mill.

Zarzaparrilla

Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult) DC. UAa de gato
Valeriana officinalis L. Valeriana
Vitis vinifera L. Vid

El noreste de México es una region arida que incluye a los estados de
Coahuila, Nuevo Ledén y Tamaulipas y se caracteriza por climas extremos y una
amplia variedad de flora (Estrada, 2022). En Nuevo Ledn, se presentan multiples
ecorregiones (Figura 1) con sus propias caracteristicas climaticas y geograficas
(Secretaria de Medio Ambiente del Estado de Nuevo Ledn, 2025). Esta
heterogeneidad ambiental se refleja en una elevada diversidad de especies

vegetales, entre las que se encuentran helechos, arboles, arbustos, enredaderas

y coniferas (Estrada, 2022).




ECORREGION 1:

MATORRAL ESPINOSO TAMAUILIPECD

ECORREGION 2:

MATORRALES YEROFILOS DEL DESIERTO CHIHUAHUENSE
ECORREGION 3:

MATORRAL SUBMONTANO DE TAMAUILIPAS Y NUEVO LEON
ECORREGION &: _

BOSQUES DE CONIFERAS Y ENCINOS DE LA SIERRA MADRE ORIENTAL

ECORREGION 5:
MATORRALES XERGFILOS DEL NORTE D LA MESETA CENTRAL

Figura 1. Ecorregiones del estado de Nuevo Ledn (Imagen tomada de
Secretaria de Medio Ambiente del Estado de Nuevo Leodn, 2025).

1.1.1 Plantas medicinales del noreste de México

Diversos estudios etnobotanicos han documentado la riqueza vegetal
presente en la regidn noreste de México, asi como los. los usos tradicionales,
formas de preparacion y métodos de administracion de las especies empleadas
con fines terapéuticos. Entre las principales contribuciones en este ambito se
encuentran “Las zonas aridas del centro y noreste de México y el
aprovechamiento de sus recursos” publicado por el entonces Instituto Mexicano
de Recursos Naturales Renovables (1964), “Vegetacion y flora de Nuevo Ledn,
una guia botanico-ecoldgica” (Alanis, 1996) y “Plantas curativas del noreste

mexicano” (Adame, 2000).



Particularmente en Nuevo Leodn, las especies vegetales utilizadas en la
medicina tradicional pertenecen a diversas familias botanicas, entre las que
destacan Turneraceae, Scrophulariaceae, Boraginaceae, Cactaceae, entre otras

(Bustamante, 2013).

1.2 Turnera diffusa

Turnera diffusa Willd. ex Schult. es una especie perteneciente a la familia
Passifloraceae, sin embargo, en sistemas de clasificacién anteriores se ubica
dentro de la familia Turneraceae (Fonnegra, 2023). Crece en terrenos aridos de
Norteamérica, especialmente en México; es un arbusto de entre 50 y 200 cm de
altura, aromatico, densamente sericeo, de tallo ramoso, con hojas alternadas de
forma ovalada y flores pequefas de color amarillo (Adame, 2000). En la Figura 2

se muestra una fotografia de la planta.

Figura 2. Turnera diffusa.

Esta especie es la mas importante dentro del género Turnera debido a su uso

en la medicina tradicional (Szewczyk, 2014). Los mayas la empleaban para tratar



el mareo, apertura del canal de parto durante el nacimiento y en el tratamiento
de cdlicos, enuresis nocturna y asma (Braun, 2015). Asimismo, se consume en
preparaciones alcohdlicas como afrodisiaco, aromatizante y saborizante de

postres, helados, bebidas no alcohdlicas y licores (Fonnegra, 2023).

1.2.1 Actividades biolégicas de Turnera diffusa

Los extractos de Turnera diffusa presentan algunas actividades biolégicas
comprobadas a través de ensayos in vitro como in vivo. Salazar y colaboradores
(2008) demostraron que el extracto metandlico posee actividad antioxidante a
través de la prueba de reduccion del radical DPPH, asimismo inhibi6 la actividad

de la enzima xantina oxidasa.

Por otra parte, Torres-Gonzalez y colaboradores (2011) determinaron que el
extracto metandlico presentod actividad hepatoprotectora en un modelo celular in
vitro de dano con CCls. De igual forma, este mismo extracto presenté actividad

hipoglucemiante (Parra-Naranjo, 2017).

En el ambito inmunoldgico, Lawal y colaboradores (2021) encontraron que los
aceites esenciales de T. diffusa redujeron la inflamacion en un modelo de edema

inducido en ratas, efecto que persistié hasta tres horas después del tratamiento.

Otras investigaciones reportan la actividad antiaromatasa de los extractos
metandlicos (Zhao, 2008), proteccion testicular contra el dafo inducido por

amitriptilina por extractos acuosos (Tousson, 2020) y la actividad ansiolitica



(Dorantes-Barron, 2019), antiviral (Silva-Trujillo, 2022), antifungica vy

antibacteriana (Baez-Parra, 2019).

1.2.2 Compuestos aislados a partir de Turnera diffusa

Entre los compuestos aislados de Turnera diffusa se encuentran flavonoides,
acidos fendlicos, glucésidos cianogénicos, terpenoides y alcaloides (Szewczyk,
2014). Se ha demostrado la presencia de compuestos como gonzalitozin |,

tetrafilina B, pineno, eremofilano y apigenina (Avelino-Flores, 2014).

Otro compuesto aislado es el hepatodamianol, un flavonoide C-glicosilado
derivado de luteolina, cuya presencia se asocio con la actividad hepatoprotectora
en un modelo celular in vitro de dafio con CCls (Delgado-Montemayor, 2022).
Aguirre y colaboradores (2024) aislaron la teuhetenona A, un terpeno, que mostré
potencial hipoglucemiante mediante la sensibilizacién de células hepaticas a la

insulina en un modelo in vitro.

Por otra parte, la pinocembrina, un flavonoide aislado de T. diffusa, ha
demostrado modular la respuesta inmunoldégica en un modelo murino de
endotoxemia inducida por lipopolisacarido, reduciendo los niveles de citocinas

proinflamatorias como IL-13, TNF-a e IL-6 (Soromou, 2013).

En la Figura 3 se muestran las estructuras quimicas de los compuestos

hepatodamianol, teuhetenona A y pinocembrina, aislados a partir de T. diffusa.
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Figura 3. Compuestos aislados a partir de Turnera diffusa.
a) Hepatodamianol, b) Teuhetenona A y c) Pinocembrina.

En conjunto, la diversidad de metabolitos secundarios presentes en T. diffusa
y las multiples actividades biolégicas reportadas respaldan su relevancia
farmacoldgica y justifican la continuacién de estudios orientados al aislamiento,

caracterizacion y evaluacion biologica de sus compuestos bioactivos.

1.3 Leucophyllum frutescens

Leucophyllum frutescens (Berl.) 1.M. Johnst. es una planta perteneciente a la
familia Scrophulariaceae que crece en el noreste de México (Thabet, 2021). Este
arbusto alcanza entre 120 y 250 cm de altura y presenta hojas perennes,
pequenas, ovaladas y vellosas, de color blanquecino-pardo, caracteristica de la
cual deriva su nombre comun, cenizo (Adame, 2000; Thabet, 2021). Sus flores
son pequenas, de color lila, y la floracidon ocurre durante periodos prolongados,

particularmente después de las lluvias. Ademas, la especie presenta una notable



resistencia a las sequias y a temperaturas extremas (Oxford, 2013). En la Figura

4 se muestra una fotografia de esta planta.

Figura 4. Leucophyllum frutescens.

En la medicina tradicional, L. frutescens se ha utilizado para aliviar la fiebre y
el dolor reumatico, asi como en el tratamiento de afecciones hepaticas y de la
vejiga (Balderas-Renteria, 2007). Por otro lado, también existen reportes de su
uso en el tratamiento de enfermedades respiratorias, como tos y asma (Molina-

Salinas, 2007), asi como contra la diarrea y disenteria (Adame, 2000).

1.3.1 Actividades biolégicas de Leucophyllum frutescens

Los extractos de diclorometano y metanol de L. frutescens han mostrado
actividad antioxidante, antidiabética y citotoxica en diferentes modelos
experimentales (Ahmad, 2022). Asimismo, se ha reportado actividad
hepatoprotectora en un modelo in vivo con ratas Wistar (Jaramillo-Morales,
2023). De la misma forma, extractos metandlicos presentaron actividad

antimicrobiana contra cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis (Molina-
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Salinas, 2007). En el mismo estudio de Ahmad y colaboradores (2022), se
encontré que extractos de hexano de la parte aérea de L. frutescens presentaron

actividad hemolitica e inhibicion de la enzima a-glucosidasa en ensayos in vitro.

Ademas, Thabet y colaboradores (2021) encontraron que el aceite esencial
de L. frutescens presentd actividad inhibitoria de las enzimas colagenasa y
elastasa, lo que sugiere un potencial efecto antienvejecimiento debido a la
participacion de estas enzimas en la degradacion de componentes de la matriz

extracelular.

1.3.2 Compuestos aislados a partir de Leucophyllum frutescens

Los analisis fitoquimicos realizados en L. frutescens han demostrado la
presencia de taninos, terpenoides, esteroides, alcaloides y saponinas (Poonam,
2016). Entre los metabolitos identificados se encuentran limoneno, heneicosano,
dehidroepingaiona, ésteres de acidos grasos (particularmente 9-octadecenoato

de metilo), asi como fitol y escualeno (Ahmad, 2022; Thabet, 2021).

El fraccionamiento biodirigido de extractos de hexano-acetato de etilo permitio
aislar diversos lignanos con actividad fitotoxica, entre ellos diayangambina,
epiyangambina, diasesartemina y epiasantina (Rimando, 1999; De Ledn, 2002).
La diayangambina mostré actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora en
ensayos in vitro, al inhibir la proliferacion de linfocitos y la generacion de
prostaglandina E2 en macréfagos. Asimismo, en modelos in vivo redujo la

formacién de edema tras la induccion de inflamacién en un modelo de ratones
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(De Leodn, 2002). Por otra parte, este mismo compuesto demostré actividad
antimitotica en un modelo vegetal in vitro al inhibir la germinacién de semillas

(Rimando, 1999).

Asimismo, a partir de extractos metandlicos de la raiz se aislé leubetanol, un
diterpeno con actividad frente a cepas resistentes y virulentas de Mycobacterium
tuberculosis (Molina-Salinas, 2011). Por otra parte, el verbascdsido, un glucésido
polifendlico, ha sido asociado con la actividad hepatoprotectora observada en

esta especie (Jaramillo-Morales, 2023).

En la Figura 5 se muestran las estructuras quimicas de los compuestos

diayangambina, leubetanol y verbascosido, aislados a partir de L. frutescens.

b)

Figura 5. Compuestos aislados a partir de Leucophyllum frutescens.
a) Diayangambina, b) Leubetanol y ¢) Verbascoésido.

En conjunto, los estudios fitoquimicos y farmacologicos realizados en L.
frutescens sugieren que esta especie constituye una fuente importante de
metabolitos bioactivos con potencial terapéutico, particularmente en procesos

inflamatorios, infecciosos y metabdlicos.
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1.4 Cordia boissieri

Cordia boissieri A.DC., comunmente conocida como anacahuita, es un arbol
perteneciente a la familia Boraginaceae, nativo del noreste de México y del
sureste de Estados Unidos (Martinez-Adriano, 2016). Esta especie puede
alcanzar hasta cinco metros de altura y presenta un tallo lefioso de color grisaceo,
hojas alternas, ovaladas y dentadas, cubiertas por vellosidades, flores blancas y
frutos de color verde amarillento (Adame, 2000). Se ha documentado su empleo
como remedio herbolario, particularmente ente mujeres con diabetes en algunas
regiones de Estados Unidos. Asimismo, se ha utilizado como emoliente en las
Antillas y México (Owis, 2016). En la Figura 6 se muestra una fotografia de este

arbol.

Figura 6. Cordia boissieri.

Preparaciones a partir de sus hojas se emplean en el alivio de reumatismo y
enfermedades pulmonares, como asma, bronquitis, catarros y tuberculosis (Owis,
2016; Adame, 2000). Otras afecciones tratadas con preparaciones como
cataplasmas e infusiones incluyen dolores estomacales y menstruales, tos y

resfriado (Oza, 2017).
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1.4.1 Actividades biolégicas de Cordia boissieri

Los extractos metandlicos obtenidos de las hojas de C. boissieri han mostrado
actividad antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
antibidticos (Owis, 2016). Ademas, se ha observado actividad antioxidante en los
extractos metandlicos de las flores de la planta (Oza, 2017). A partir del extracto
de acetato de etilo de la parte aérea de la planta se asilaron compuestos con
actividad protectora frente al sindrome metabdlico inducido en ratas Wistar. Dicho
efecto se manifestdé mediante una mejora en la sensibilidad a la insulina y
tolerancia a la glucosa, asi como una disminucion en el estrés oxidativo e

inflamacion (Owis, 2016).

Viveros-Valdéz y colaboradores (2016) encontraron que los extractos de la
pulpa del fruto de C. boissieri mostraron actividad citotoxica frente a diversas

lineas celulares tumorales y capacidad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa.

1.4.2 Compuestos aislados a partir de Cordia boissieri

Entre los metabolitos identificados en C. boissieri se encuentran kaempferol,
3,4-dimetilkaempferol y p-hidroxibenzaldehido, (-)-espatulenol y (E)-cariofileno
[R7.1](Owis, 2014). De estos, el kaempferol, un flavonoide al que se le asocia
con la actividad antioxidante y la proteccion frente el sindrome metabdlico (Owis,
2016). Otros compuestos aislados incluyen la alantoina (ureida), quebrachitol

(ciclitol derivado del inositol) y acidos grasos (Oza, 2017). La alantoina y el
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quebrachitol se han relacionado con efectos hipoglucemiantes vy
antihiperglucemiantes, ya que ambos compuestos regularon los niveles de
glucosa en sangre en modelos in vivo de normoglucemia y diabéticos (Mendoza,
2017). En la Figura 7 se muestran las estructuras quimicas de los compuestos

kaempferol, quebrachitol y alantoina, aislados a partir de C. boissieri.
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Figura 7. Compuestos aislados a partir de Cordia boissieri. a) Kaempferol
b) Quebrachitol c) Alantoina.

Cc

1.5 Extraccion de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos sintetizados por las plantas a
partir de metabolitos primarios y desempefan diversas funciones ecoldgicas y
fisiolégicas. Entre ellas se encuentran la adaptacion al entorno, la regulacién de
procesos de floracion y fructificacion, el mantenimiento del crecimiento y la
defensa frente a microorganismos, insectos y otros factores de estrés bidtico y

abidtico (Teoh, 2016).
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A diferencia de los metabolitos primarios, que se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, los metabolitos secundarios presentan una
distribucion mas especifica y pueden variar entre familias, géneros e inclusive en
especies. Asimismo, su composicién y concentracion dependen de diversos
factores, entre ellos la especie vegetal, las condiciones ambientales y el sitio de

crecimiento (Jain, 2019).

Gran parte de las propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas
medicinales se relacionan con la presencia de metabolitos secundarios, entre los
que destacan flavonoides, compuestos fendlicos, terpenoides, alcaloides vy
glucésidos. Por ello, el desarrollo de métodos eficientes y sostenibles para su
extraccion constituye un aspecto fundamental en la investigacién de productos

naturales (Zuo, 2023).

Los métodos convencionales empleados para la extraccion de metabolitos
secundarios se basan principalmente en el uso de disolventes organicos e
incluyen técnicas como infusion, reflujo, lixiviacion y percolacion (Martinez-Avila,
2021). Sin embargo, estos disolventes presentan diversas desventajas, entre
ellas su alta presion de vapor, inflamabilidad, toxicidad y posible presencia
residual en los extractos finales cuando no son eliminados correctamente. Esto
se traduce en un impacto ambiental debido a su baja biodegradabilidad y a las
emisiones asociadas a su uso y disposicion, impactando al medio ambiente (Zuo,

2023; Hikmawanti, 2021).

Debido a estas limitaciones, en los ultimos afios ha aumentado el interés por
desarrollar estrategias de extraccidn mas sostenibles, orientadas a disminuir el
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consumo de disolventes organicos y los tiempos de procesamiento, al tiempo que

se maximiza la recuperacion de compuestos bioactivos (Martinez-Avila, 2021).

Entre las alternativas destacan los denominados disolventes ecologicos o
disolventes “verdes”, dentro de los cuales se encuentran los disolventes
eutécticos profundos (DES) y los disolventes eutécticos profundos naturales
(NADES), considerados opciones prometedoras para la extraccion sostenible de

metabolitos secundarios (Hikmawanti, 2021).

1.6 Disolventes eutécticos profundos naturales (NADES)

Los disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) son sistemas
liquidos formados por la combinacion de al menos un aceptor y un donador de
puentes de hidrégeno, cuya interaccion genera una disminucién significativa del
punto de fusion de la mezcla respecto al de sus componentes individuales
(Chaisawat, 2024). Esto forma una mezcla eutéctica, la cual es una combinacion
de dos 0 mas compuestos que en proporciones especificas originan una mezcla
con punto de fusidon minimo caracteristico, denominado punto eutéctico (Sharma,
2025). En la Figura 8 se muestra el diagrama de fases de temperatura y

composicidn de una mezcla eutéctica.
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Figura 8. Diagrama de fases de temperatura-composicion de dos
compuestos cuando forman una mezcla eutéctica (Imagen modificada de
Pereira, 2025).

Particularmente, los NADES son mezclas eutécticas formadas por
metabolitos primarios de origen natural como acidos organicos, aminoacidos,
azucares, alcoholes y aminas (Casado-Hidalgo, 2024). Las sales de amonio o
aminoacidos son generalmente las sustancias aceptoras de puentes de
hidrogeno (HBA), mientras que los azucares, acidos organicos o alcoholes
funcionan como los donadores de puentes de hidréogeno (HBD) (Koh, 2023). En
la Figura 9 se muestran algunos de los compuestos comunmente utilizados como

HBAy HBD en la preparacion de los NADES.

18



HBA

|
Ho/\/r}r‘l\ Cl

Cloruro de colina

A, G

Betaina Prolina
oH H:N
HEN/W/
Glicina
Alanina
H
Mentol

HBD
OH (0]

HO OH B Y
\/\OH /k"/ H,N NH,
Etilenglicol ' o Urea
Acido lactico
O OH OH
OH HO : -
O)H‘/ \/\:/\|/\OH
o OH OH
Acido oxalico Sorbitol
OH
Acido malico Acido citrico
OH OH OH
HO\/l\/ \/\l)\ﬂ/\o
Glicerol
Fructosa

Figura 9. Compuestos empleados en la elaboracion de NADES, clasificados en
aceptores (HBA) y donadores (HBD) de puentes de hidrégeno.

Los NADES pueden clasificarse dependiendo de los componentes que los

conforman en NADES idnicos (acidos y bases), NADES neutros (azucares solos

o polialcoholes), NADES neutros con acidos (azucares o polialcoholes y acidos

organicos), NADES neutros con bases (azucares o polialcoholes y bases

organicas) y NADES a base de aminoacidos (aminoacidos y acidos organicos o

azucares) (Hikmawanti, 2021).

Entre sus propiedades fisicoquimicas destacan: punto de fusion menor a sus

componentes individuales, amplia gama de polaridades (desde sistemas
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hidrofilicos hasta hidrofébicos), viscosidad variable y elevada estabilidad quimica
(Hikmawanti, 2021). Estas propiedades pueden traducirse en algunas ventajas al
emplearse como disolventes de extraccidn, incluyendo una baja toxicidad para el
analista, presentan baja volatilidad, son de preparacion simple, costos
relativamente bajos y no son inflamables; caracteristicas que reducen los riesgos
asociados a su manipulacién (Hikmawanti, 2021). Ademas, se consideran
disolventes de disefio, debido a la posibilidad de realizar multiples combinaciones
de compuestos, lo cual se traduce en diferentes propiedades fisicoquimicas (Kua,

2019; Jiménez-Ortega, 2024; Aktags, 2024).

Estos disolventes pueden prepararse a través de diferentes métodos, la
eleccion del método depende principalmente a las propiedades fisicoquimicas de
los componentes empleados y de la proporcion en la que se combinan. De esta
forma, se han reportado diversos métodos para preparar los NADES, entre los
que destacan el método de agitacion y calentamiento, por molienda, mediante
evaporacion, a través de liofilizacion y asistido por microondas o por ultrasonido

(Zuo, 2023).

1.6.1 Estructura y caracteristicas de los NADES

Se ha reportado que la organizacion y formacion de los NADES se debe a
interacciones de tipo puentes de hidrégeno, cuya formacion se atribuye
principalmente a una extensa red de puentes de hidrégeno intermoleculares entre

los componentes aceptores y donadores (Koh, 2023). Las caracteristicas fisicas
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de los puentes de hidrégeno como fuerza, direccionalidad y corta longitud
favorecen la creacién de una red supramolecular tridimensional (Chaisawat,
2024), la cual finalmente lleva a la disminucion del punto de fusion de las
sustancias (Koh, 2023). Otras interacciones secundarias que también participan
en la formacién de estos disolventes son las fuerzas de van der Waals, las cuales
contribuyen a la estabilizacion de estos sistemas, especialmente en NADES que
contienen compuestos con cadenas hidrocarbonadas de mayor longitud (Koh,

2023).

Para estudiar la formacién de estas interacciones se emplea comunmente
técnicas espectroscopicas como espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y

resonancia magnética nuclear (RMN) (Ma, 2025; Sakurai, 2024; de Lima, 2024).

Por otro lado, existen NADES basados en interacciones hidrofébicas, cuyas
fuerzas principales de formacién son las interacciones T-11. Sin embargo, debido
a su naturaleza hidrofdbica, presentan dificultad para su aplicacion directa con

matrices acuosas (Casado-Hidalgo, 2024).

1.6.2 Uso de los NADES como disolventes de extraccion

Los disolventes eutécticos profundos naturales se han empleado en la
extraccion de compuestos a partir de diferentes matrices. Algunos de los
parametros que afectan o determinan la eficiencia en la extracciéon se detallan a

continuacion.
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1.6.2.1 Adiciéon de agua a los NADES

Los NADES presentan diversas caracteristicas fisicoquimicas, tales como una
viscosidad, tensién superficial y polaridad variables, dichas propiedades afectan
el proceso de extraccidn cuando se usan como fases extractantes, por lo que, es
habitual mezclar el NADES con agua para reducir la viscosidad, disminuir la
resistencia al flujo y aumentar la solubilidad de algunos compuestos (Chaisawat,
2024). La reduccion de la viscosidad del disolvente mejora la transferencia de
masa de los compuestos hacia el disolvente, sin embargo, al interactuar
directamente con el NADES, una adicion excesiva de agua puede alterar la red
de puentes de hidrogeno responsable de la estructura eutéctica del sistema (Zuo,

2023).

1.6.2.2 Tiempo de extraccion

En general, el rendimiento de extraccion aumenta conforme se incrementa el
tiempo de contacto entre el material vegetal y el disolvente, sin embargo, luego
de un periodo se observa una tendencia estable, que eventualmente concluye en
la disminucién de la eficiencia luego de un tiempo prolongado de extraccion (Zuo,
2023). Se han reportado tiempos variables de extracciéon de metabolitos a partir
de material vegetal, que van desde los 15 hasta los 120 minutos, lo cual depende
tanto del material vegetal empleado, como del NADES usado (Pereira, 2025).
Asi, aunque los tiempos de extraccion largos favorecen una mayor extraccion,

también debe considerarse que, una vez alcanzado el equilibrio de extraccion,
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prolongar el proceso produce incrementos minimos en la recuperacion de

compuestos (Chaisawat, 2024).

1.6.2.3 Temperatura de extraccidon

Un incremento en la temperatura reduce la viscosidad del NADES y favorece
la difusién de los compuestos, aumentando la transferencia de masa entre el
material vegetal y el disolvente, lo que se traduce en un aumento de la eficiencia
de extraccion (Chaisawat, 2024). Un punto importante es que los metabolitos de
las plantas son susceptibles a la descomposicion por temperatura, llevando a una

disminucién de la cantidad de materia extraida (Santos-Martin, 2023).

En la literatura se reportan rangos de temperatura de extraccion desde 25 °C
hasta los 90 °C (Mavai, 2024), sin embargo, se observa una prevalencia de
temperaturas entre 40 y 60 °C debido al riesgo de degradacién de metabolitos

termolabiles (Pereira, 2025).

1.6.2.4 Proporcion disolvente-sélido

Hay una relacion directa entre la proporcion disolvente-sélido y la eficiencia
de extraccion: una mayor cantidad de disolvente incrementa el area de contacto
efectiva entre la matriz vegetal y el medio extractante. Lo anterior facilita la
transferencia y aumenta la diferencia de concentraciones de los metabolitos en

el material vegetal y el disolvente, facilitando su difusién (Wang, 2024).
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Se encuentran reportes de proporciones disolvente-solido entre 5y 100 mL/g
de material vegetal, sin embargo, generalmente un aumento excesivo en la
cantidad de disolvente no produce un aumento significativo en la extraccion, pero

si en los costos (Zuo, 2023).

1.6.2.5 Método de extraccion

La extraccion puede ser realizada a través de diferentes métodos, incluyendo
calentamiento, agitacion, sonicacion y microondas (Zuo, 2023), incluso se ha
desarrollado un método asistido por infrarrojo, donde se calienta el material
vegetal con radiacion infrarroja (Rajha, 2019). De entre estos, destaca la

extraccion asistida con ultrasonido (UAE) (Pereira, 2025).

En la extraccion asistida con ultrasonido se usan ondas de sonido de alta
frecuencia que generan efectos de vibracion y cavitacion donde se producen y
colapsan cavidades microscopicas en el medio liquido, generando ondas de
choque y calor localizado, incrementando el calor y presion en el liquido
(Chaisawat, 2024). Esto acelera la liberacién y difusién de los compuestos

intracelulares vegetales (Hao, 2024).

El ultrasonido facilita la ruptura de las paredes celulares del material vegetal,
promoviendo la liberacion de metabolitos intracelulares y reduciendo

simultaneamente los tiempos de extraccidén (Chaisawat, 2024; Hao, 2024).

De este modo, es posible optimizar parametros como la frecuencia del

ultrasonido, favoreciendo la formacion de cavitacidon por la energia acustica, la
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potencia e intensidad del ultrasonido, asi como la duracién y frecuencia de los

ciclos de sonicacion dentro del tiempo total de extraccion (Siddiqui, 2025).

1.6.2.6 Polaridad de los NADES

La polaridad del disolvente determina la eficiencia de la extraccion debido a
la afinidad de los compuestos con el disolvente (Koh, 2023). Esta polaridad
proviene de los componentes del NADES: aquellos basados en acidos organicos
suelen presentar una elevada polaridad, mientras que aquellos basados en

azucares y polialcoholes presentan polaridad similar al metanol (Kua, 2019).

A pesar de su polaridad, los NADES pueden disenarse con caracteristicas
hidrofilicas o hidrofébicas y ser capaces de extraer tanto compuestos polares
como no polares (Dai, 2013). La eficiencia de esta extraccion depende

principalmente de la formacion de interacciones intermoleculares (Kua, 2019).

1.6.2.7 Viscosidad de los NADES

La alta viscosidad de los NADES se traduce en una baja difusion de los
compuestos desde el material vegetal hacia el NADES, que conlleva menores
porcentajes de recuperacion (Hao, 2024). Esta viscosidad es fruto de la amplia
cantidad de puentes de hidrégeno (Koh, 2023). Como se menciond, la viscosidad
disminuye la transferencia de masa de los compuestos, que se observa como
una baja eficiencia de extraccion, pero puede ser modificada a través de la

adicion de agua o con la manipulacion de la temperatura, facilitando la
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transferencia de masa de los compuestos y aumentando su extraccion (Koh,

2023).

1.6.2.8 pH de los NADES

El pH es un punto critico del disolvente a emplear en la extraccion,
considerando que afecta la estabilidad de los compuestos a extraer y puede
favorecer reacciones secundarias (Koh, 2023). Este parametro es facilmente
identificable gracias a los componentes que conforman el NADES, ya que pueden
ser acidos o bases organicas, los cuales afectan directamente el valor de pH,
mientras que los azucares presentan un pH cercano a la neutralidad o acidez
baja (Koh, 2023). Dependiendo de la naturaleza quimica de los metabolitos de
interés, un pH adecuado puede favorecer su estabilidad y extraccion. Por
ejemplo, compuestos fendlicos presentan una mayor estabilidad den condiciones

acidas (de Lima, 2024).

1.7 Antecedentes

Los NADES se han empleado en la extraccion de metabolitos secundarios de
diferentes propiedades fisicoquimicas, debido a la amplia variedad de
combinaciones posibles entre sus componentes. Asi, se ha observado que
presentan una mejor eficiencia de extraccion de compuestos bioactivos, como
flavonoides, y que mejoran la estabilidad quimica de estos metabolitos (Hao,

2024).
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Cheng y colaboradores (2024) emplearon un sistema de cloruro de colina y
acido acético (1:2 M) para extraer flavonoides de las hojas y tallo de cacahuate,
obteniendo una extraccion 36% superior con el NADES que cuando se comparé
con las extracciones alcohdlicas. De la misma forma, Wang y colaboradores
(2024) optimizaron la extraccion de flavonoides a partir de hojas de Perilla
frutescens, donde se encontrd que un sistema de glucosa y glicerol (1:4.3 M) con
adicion de agua en un 46.9% mejoré significativamente la extraccion en
comparacion con el etanol. En este caso, ademas de extraer una mayor cantidad
de flavonoides empleando este tipo de disolventes, se observé una mayor
capacidad antioxidante, una mayor inhibicion de enzimas asociadas a la
inflamacion (hialuronidasa y ciclooxigenasa-2) y una mejor estabilidad de los

flavonoides en NADES luego del almacenamiento prolongado de los extractos.

Por otra parte, en la extraccion de antioxidantes polifendlicos de las hojas de
Pluchea indica, la extraccion con el sistema de cloruro de colina y urea (1:3 M)
permiti6 obtener concentraciones de flavonoides y compuestos fendlicos 3.1
veces superiores en comparacion con los extractos metandlicos (Hikmawanti,

2024).

Los NADES también se han empleado para la extraccién de alcaloides como
la cafeina. Loukri y colaboradores (2022) emplearon un NADES de cloruro de
colina y glicerol (1:3 M) para la extraccion de este compuesto a partir de pulpa de
café. En este estudio, se observd un 12% mas de extraccion de cafeina

comparada con la extraccién acuosa y una actividad antirradicalaria, expresada
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como equivalentes de Trolox por gramo de extracto, mayor comparada con

extractos metandlicos (83.4%), etandlicos (88.47%) y acuosos (54.88%).

Por otro lado, para la extraccion de vainillina, un aldehido fendlico, a partir de
vainas de vainilla, se empleé un NADES de cloruro de colina — 1,4 butanediol y
acido lactico (1:1:1 M). En este caso, se observo una mayor cantidad extraida del
compuesto cuando se empledé el NADES, ya que, en un ensayo de actividad
antimicrobiana por el método de difusién en disco, la vainillina extraida con
NADES present6 una actividad comparable con el estandar puro del compuesto

(Xu, 2024).

Vo y colaboradores (2024) emplearon un NADES de acido lactico y glucosa
(2:1 M) para la extraccion simultanea de terpenoides, fenoles y flavonoides a
partir de Codonopsis pilosula. Ademas de mejorar la recuperacion de metabolitos,
en estudios farmacocinéticos se observd que los NADES favorecen la
biodisponibilidad de los compuestos presentes en extractos preparados con

estos disolventes cuando fueron administrados a ratas (da Silva, 2020).

Por otro lado, en estudios sobre citotoxicidad de los NADES, se reporté que
presentan una citotoxicidad dependiente de la concentracion, observandose una
baja citotoxicidad cuando la concentracion del disolvente se ubica entre 0 y 10%

(Peng, 2025).

Estos resultados hacen surgir la pregunta acerca del posible uso de los

NADES como disolventes de extraccion de plantas del noreste del pais para
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obtener una mayor cantidad de metabolitos secundarios y en su caso, potenciar

su actividad biologica.

1.8 Justificacion

Las plantas representan una rica fuente de compuestos bioactivos, muchos
de ellos con propiedades terapéuticas potenciales. Sin embargo, su
aprovechamiento se ve limitado por los métodos de extraccidn convencionales y

la toxicidad de los disolventes utilizados.

Hoy en dia, la creciente demanda por métodos de extraccion mas eficientes,
respetuosos con el medio ambiente y biocompatibles, han impulsado el desarrollo
de nuevos procesos ecoldgicos en el campo de la fitoquimica. En este contexto,
los disolventes eutécticos profundos naturales surgen como una alternativa
prometedora frente a los disolventes organicos tradicionales, debido a su bajo
impacto ambiental, bajo costo y capacidad para extraer una amplia gama de

metabolitos secundarios.

Por lo tanto, en este trabajo se propone evaluar el uso de disolventes
eutécticos profundos naturales para la extraccion de metabolitos secundarios de
tres plantas del noreste de México y evaluar su efecto en la actividad bioldgica,
lo cual puede tener implicaciones importantes en el desarrollo de

fitomedicamentos.
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1.9 Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de Disolventes Eutécticos Profundos Naturales en la

extraccion y bioactividad de plantas del noreste de México.

1.10 Objetivos especificos

1.

Preparar y caracterizar fisicoquimica y espectroscépicamente diferentes
NADES.
Evaluar el desempefio de diferentes NADES en la extracciéon de

metabolitos secundarios de plantas del noreste de México.

. Evaluar la citotoxicidad y actividad antioxidante de los extractos obtenidos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material, equipos y reactivos

2.1.1 Material

e Acrodiscos de poro de 0.2 ym membrana de nylon marca Pall Life
Sciences.

e Bulbo para pipeta Pasteur.

e Cajas de cultivo celular T-25, T-75 y T-125 con filtro marca Corning.

e Cajas para criotubos con capacidad de 25 marca VWR.

e Camara de Neubauer.

e Columna HPLC de octadecilsilano C-18 Hipersyl-Gold 4.6x150 mm,
tamarno de particula de 5 ym marca Thermo Scientific.

e Criotubos de 2 mL de capacidad marca Nalgene.

e Embudo de filtracién marca Pyrex.

o Espatulas para polvos.
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Gradillas.

Jeringas estériles desechables de 1 mL y 5 mL de capacidad.
Matraces bola de fondo plano de 150 mL marca Pyrex.

Matraces volumeétricos de 10 mL y 25 mL.

Papel filtro # 40 marca Whatman.

Pinzas de tres dedos.

Pipeta automatica multicanal 10 — 100 yL marca Eppendorf.

Pipetas automaticas de 100 — 1000 uL, 20 — 200 yLy 1 — 20 uL marca
Eppendorf.

Pipetas lineales de 5 mL, 10 mL y 25 mL estériles marca VWR.
Pipetas Pasteur.

Pipetor automatico marca VWR.

Placas de 96 pozos de fondo plano, estériles y con tapa marca Corning.
Probetas de 25 mL, 50 mL y 250 mL marca Pyrex.

Puntillas de 10 — 100 yL y 100 — 1000 yL marca Eppendorf.

Soporte universal.

Termometro de mercurio.

Tubos cénicos de 15 y 50 mL estériles con tapa marca Corning.
Tubos de ensayo 13 x 100 marca Pyrex.

Tubos de microcentrifuga claros de 1.5 mL marca Eppendorf.

Tubos de RMN de 5 mm.

Vasos de precipitado de 10 mL, 50 mL, 250 mL, 600 mL marca Pyrex.

Viales para HPLC claros con tapa y septo de 1.5 mL marca Agilent.
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2.1.2 Equipos

Autoclave marca Market Forge Sterilmatic.

Balanza analitica modelo GR-120 marca AND.

Baro de recirculacion DC10-B3 marca Haake.

Bafo de ultrasonido modelo 2510 marca Branson.

Bomba de vacio de 1 caballo de fuerza marca Gast.

Campana de extraccion CEE-120 marca Lumistell.

Campana de flujo laminar modelo CSB 120 marca Prendo.

Centrifuga refrigerada modelo ST1R Plus MD marca Thermo Scientific.
Espectrofotometro infrarrojo de transformada de Fourier con reflectancia
total atenuada modelo Spectrum One marca Perkin Elmer.
Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear Avance Il HD 400 MHz
con sonda SP BBO de 5 mm con gradientes de campo en Z marca Bruker.
HPLC Waters 1525 con automuestreador Waters 717 plus y detector de
arreglo de diodos Waters 2996.

Incubadora modelo MIDI 40 marca Thermo Scientific.

Lector de placas Multiskan FC marca Thermo Scientific.

Microscopio con objetivos 4X, 10X y 100X modelo CM 240 marca Eagle.
Microscopio invertido modelo CKX41 marca Olympus.

Placa de calentamiento marca Thermo Scientific.

Potencidémetro Orion Star A211 marca Thermo Scientific.
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Refrigerador Daewoo.
Rotavapor Heidolph Laborota 4000-efficient.
Sistema de purificaciéon de agua modelo Simplicity marca Merck Milipore.

Vortex VWR Scientific Products.

2.1.3 Reactivos

2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) marca Sigma-Aldrich.

Acido citrico marca CTR.

Acido férmico 88.5% marca Fermont.

Acido galico 97.5% marca Sigma-Aldrich.

Acido malico 99% marca Sigma-Aldrich.

Acido nitrico 65% marca J.T. Baker.

Acido sulftrico 96% marca J.T. Baker.

Agua bidestilada.

Agua destilada.

Agua deuterada 99.9% con 0.75% de acido 2,2,3,3-tetradeutero-3-
trimetilsilil-propidénico marca Sigma-Aldrich.

Antibidtico Penicilina — Estreptomicina (10 000 U/mL — 10 000 pg/mL) 10X
marca Gibco.

Azul tripano 0.4% probado para cultivo celular marca Sigma-Aldrich.
Bromuro de metiltiazoltetrazolio (MTT) 97.5% marca Sigma-Aldrich.

Buffer de fosfatos en solucién salina (PBS) 10X marca Sigma-Aldrich.
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Cafeina marca Sigma-Aldrich.

Cloruro de colina 98% marca Sigma-Aldrich.

Cloruro de hierro (111) 99.5% marca J.T. Baker.

D-Fructosa 99% marca Sigma-Aldrich.

Dimetilsulfoxido (DMSO) 99.9% probado para cultivo celular marca Sigma-
Aldrich.

Doxorrubicina hidroclorada 98% marca Sigma-Aldrich.

D-Sorbitol 98% marca Sigma-Aldrich.

Etanol absoluto marca Fermont.

L-Glutamina 200 mM 100X marca Gibco.

Limadura de magnesio marca Productos Quimicos Monterrey.

Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (ADMEM) marca
Gibco.

Metanol 99.8% marca Fermont.

Metanol grado HPLC 99.9% marca Tedia.

Nitrato de bismuto pentahidratado 98% marca Productos Quimicos de
Monterrey.

Quercetina 96% marca TCl América.

Suero fetal bovino marca Gibco.

Tricloruro de aluminio 99% marca Sigma-Aldrich.

Tripsina 0.25% 1x marca Gibco.

Urea 99.5% marca Sigma-Aldrich.

Yoduro de potasio marca CTR.
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2.1.4 Material biolégico

Se emplearon las lineas celulares HepG2 (células de hepatocarcinoma
humano, ATCC HB-8065) y Vero (células de rifidn del mono verde, ATCC CCL-

81) de la American Type Culture Collection (ATCC).

2.2 Material herbal

Se empled la parte aérea de T. diffusa y L. frutescens, asi como las hojas de
C. boissieri. EI material fue recolectado en Cadereyta y Villaldama, Nuevo Ledn
en julio de 2025. Las plantas fueron secadas a temperatura ambiente hasta
alcanzar peso constante, posteriormente fueron molidas y almacenadas en un

lugar fresco, seco y oscuro.

2.3 Preparacion de los NADES

Se prepararon diversos NADES a través del método de calentamiento. Los
NADES seleccionados se basaron de los reportados en la literatura, asi como en
la disponibilidad de reactivos, buscando preparar aquellas mezclas basadas en
alcoholes, azucares, acidos organicos, aminas y amidas (Tabla Il). Se pesaron
ambos componentes de la mezcla, considerando la proporcion molar, y se
colocaron las sustancias en un matraz bola de fondo plano. Con ayuda de una

placa de calentamiento, se mantuvo en agitacion magnética a 600 rpm a 90°C en
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bafio de agua por 1 hora. La formacion del NADES se confirmé cuando, al
finalizar el proceso se obtuvo un liquido homogéneo y estable a temperatura
ambiente. Los NADES formados se almacenaron en un desecador a temperatura

ambiente hasta su uso.

Se evaluaron inicialmente las mezclas mostradas en la Tabla Il; unicamente
aquellas que formaron sistemas homogéneos y estables fueron utilizadas en los

experimentos posteriores

Tabla Il. Mezclas eutécticas probadas.

HBA HBD Relaciéon molar
Cloruro de colina Urea 1:2
Cloruro de colina Glicina 1:1
Cloruro de colina Sacarosa 1:1
Cloruro de colina Manitol 1:1
Cloruro de colina Acido malico 1:1
Cloruro de colina Sorbitol 1:1
Cloruro de colina Acido citrico 1:1
Cloruro de colina Fructosa 1:1

Betaina Urea 1:2
Betaina Glicina 1:1
Betaina Sacarosa 1:1
Betaina Acido citrico 1:1
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2.4 Caracterizacion fisicoquimica y espectroscoépica de los NADES
241 pH

El pH se determiné en soluciones de NADES al 60% preparadas con agua
desionizada. Se empled un potencidmetro Orion Star A211 (Thermo Scientific) el
cual fue calibrado a tres puntos. Se realizé la medicion de cada NADES por

triplicado.

2.4.2 Espectroscopia de Infrarrojo

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo de los compuestos individuales del
NADES, asi como de la mezcla formada, con un espectrofotdmetro de infrarrojo
de transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Para ello,
se colocd una pequefia cantidad de las sustancias o de la mezcla en el
portamuestras del equipo y se procedio a obtener los espectros en un intervalo

de 4000 a 550 cm™. Se realizaron 10 barridos para la obtencién de cada espectro.

2.4.3 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Se obtuvieron los espectros de RMN de protdn de las sustancias individuales,
asi como del NADES formado. De los componentes del NADES, se disolvié una
pequefia cantidad de muestra en 600 pL en agua deuterada con 0.75% de acido

2,2,3,3-tetradeutero-3-trimetilsilil-propidénico (TSP). Respecto a los NADES
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formados, se preparé una solucion entre 80 y 90% con el mismo disolvente. Las

soluciones se transfirieron a un tubo de RMN de 5 mm y se obtuvo su espectro.

El espectro de "H-RMN se obtuvo con la secuencia de pulsos estandar de
Bruker para el espectro de proton, con las siguientes caracteristicas: angulo de

giro de 90°, tiempo de adquisicién de 4.08 s con 16 acumulaciones (scans).

2.5 Obtencion de extractos

Se prepararon NADES al 80% y 60% con agua desionizada para realizar las
extracciones. Para ello, se tomé un volumen determinado del NADES y se afadio
el volumen correspondiente de agua para tener una proporciéon de NADES del 60
y 80%; se mezcléo con ayuda de vortex hasta que el liquido se observara

homogéneo.

Las extracciones se realizaron en tubos cénicos de plastico tomando 1 g del
material vegetal y afiadiendo 20 mL del NADES puro y soluciones acuosas al
80% o al 60%. Se realizaron tres ciclos consecutivos de extraccion por sonicacion
durante 30 minutos. Luego de cada extraccion se centrifugo el tubo a 3500 rpm
por 10 min y posteriormente se recupero el sobrenadante y se afadié de nueva
cuenta NADES segun cada caso. Se recuperaron los extractos en tubo Corning
y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis. Cada extraccion se realizd por
triplicado. De la misma forma, se realizaron extracciones con metanol puro, al
80% y 60% de cada material vegetal de estudio. Se siguieron las mismas

condiciones de extraccion.
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2.6 Evaluacion cromatografica de los extractos

Los extractos obtenidos se analizaron por cromatografia de liquidos de alta
resolucion usando un equipo Waters Alliance 1525 empleando un detector de
arreglo de diodos 2996. Se empled una columna de Hypersil-Gold C-18 (150 x
4.6 mm, 5 ym) y una fase movil en gradiente de metanol y acido formico 0.1%

(Tabla Ill). Se empled un flujo de 0.2 mL/min y un volumen de inyeccion de 5 L.

Los cromatogramas se obtuvieron a 254 nm.

Tabla lll. Programa cromatografico.

Tiempo (min) Acido férmico 0.1% (%) Metanol (%)
0 70 30
20 40 60
25 30 70
30 30 70
40 70 30
45 70 30

2.7 Analisis fitoquimico de los extractos

Se realizaron diferentes pruebas fitoquimicas cualitativas para determinar la

presencia de terpenos, flavonoides, taninos, alcaloides y azucares en los
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extractos obtenidos. Se siguieron procedimientos reportados en la literatura

(Krishnaswamy, 2012; De la Rosa, 2022).

2.7.1 Prueba de vainillina-acido sulfurico

Se siguid el procedimiento descrito por Krishnaswamy (2012) con ligeras
modificaciones. Se sembr6 cada extracto en una cromatoplaca de fase inversa
(TLC Silica gel 60 RP-18 F2s4s). Posteriormente se dejé correr con una fase movil
de metanol al 50% ligeramente acidificada. Las placas se rociaron con acido
sulfurico al 2% en etanol, posteriormente fueron calentadas y se adicion6
vainillina al 2% en etanol. La formacion de un color azul permitié establecer la

positividad de la prueba. Como control positivo a la prueba, se empled geraniol.

2.7.2 Prueba de tricloruro de aluminio

Se realizd un proceso modificado de Krishnaswamy (2012). En un tubo se
mezclaron 5 gotas de extracto y 5 gotas del AICIs 2% en etanol. La aparicion de
un color amarillo indico la presencia de flavonoides en el extracto. Se empled

rutina como control positivo.

2.7.3 Prueba de tricloruro férrico

Se sigui6 el proceso descrito por De la Rosa (2022). En un tubo se mezclaron

5 gotas del extracto con 5 gotas de FeCls 2% en agua. La formacién de un color
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rojo, verde o azul indicé la presencia de taninos en el extracto. Se empled acido

galico como control positivo a la prueba.

2.7.4 Prueba de Dragendorff

Siguiendo el proceso descrito por De la Rosa (2022), se sembroé cada extracto
en una cromatoplaca de fase inversa, luego se dejo correr usando una fase movil
de metanol 50% ligeramente acidificada. Las placas se revelaron usando el
reactivo de Dragendorff. La aparicion de un precipitado café cercano al punto de
sembrado indico la presencia de alcaloides. Debido a la posible interferencia
ocasionada por los componentes de los NADES, se evalud tanto el NADES

correspondiente como una solucion de cafeina como control positivo a la prueba.

2.7.5 Prueba de fenol-acido sulftrico

Se siguio el procedimiento descrito por De la Rosa (2022). Se mezclé en tubos
de ensayo 200 uL de cada extracto con 100 uL de fenol al 5% seguido de 500 L
de acido sulfurico concentrado. La aparicion de un color rojo indicé la presencia
de azucares en los extractos. Como control positivo a la prueba se empled

sacarosa.

2.8 Evaluacion de las actividades biolégicas de los extractos
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2.8.1 Determinacion de la actividad antioxidante por la técnica de

DPPH

Se siguioé la metodologia de Granados-Guzman (2017) usando una técnica a
microescala en placas de 96 pozos. Considerando que no se eliminaria el
disolvente NADES de los extractos, se trabajo con ellos considerando el extracto
como un 100% de concentracién. Se afiadieron 100 pL de etanol a los 96 pozos.
Se tomaron 100 pL de los extractos de NADES y metandlicos y se afiadieron al
primer pozo de cada fila. A partir de esta solucion se realiz6 una serie de
diluciones seriadas (factor 1:2) en los 7 pozos restantes (concentraciones 25 a
0.20%). Posteriormente, a cada uno de los pozos se agregé 100 uL de DPPH
280 pM y se dejo reposar por 15 minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo,
se leyo la placa en lector de placas a 540 nm. Como control positivo se empled

quercetina y etanol como blanco.

La CEso se establecio a partir de la capacidad reductora de los extractos, que

se determind por medio del porcentaje de reduccién, segun la ecuacion 1.

» (Abs control negativo — Abs muestra) .
% Reducciéon = - X 100 Ecuacion 1
Abs control negativo

Los porcentajes de reduccion se graficaron contra la concentracion del
extracto en cada pozo; a partir del grafico se calculd la ecuacion de la recta y se
determind la concentracion del extracto necesaria para obtener un 50% de

reduccion.
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2.8.2 Cultivo celular

2.8.2.1 Mantenimiento de las lineas celulares

Se descongel6 una alicuota de cada linea celular y se propagd en varios
frascos de cultivo; una vez que el cultivo llegé a una confluencia entre el 70 y
80% se retird el medio usando una bomba de aspiracion. Posteriormente se
lavaron las células dos veces con solucion buffer de fosfatos (PBS), se les afiadid

3 mL de tripsina y se incubaron por 5 minutos a 37 °C con 5% de COa.

Transcurrido dicho tiempo, se afadieron 6 mL de medio de cultivo DMEM
Advanced (ADMEM) con suero fetal bovino (SFB) al 1% para neutralizar la
tripsina. Esta solucion se recolecté en un tubo coénico de 15 mL y se centrifugo
por 3 minutos a 2000 rpm a 25 °C. Posteriormente, el sobrenadante se decanté

y el boton celular se resuspendié en 4 mL de medio de cultivo.

2.8.2.2 Conteo celular

Para llevarlo a cabo se realiz6é una dilucidén 1:10 de la suspension celular. En
un tubo Eppendorf se mezclaron 170 pyL de medio de cultivo, 10 yL de azul tripano
y se afnadieron 20 uL de la suspension celular. De esta solucion se tomaron 10

ML y se colocaron en la camara de Neubauer por capilaridad.

Para el conteo solo se tomaron en cuenta las células que no estuvieran
tenidas con el colorante y que se encontraran en los cuadrantes 1, 2, 3y 4 de la

camara de Neubauer (Figura 10).
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Figura 10. Camara de Neubauer.

El calculo del numero de células por mililitro se realizé siguiendo la ecuacion

células B (Total de células

2 ) x Factor de dilucion x 10* Ecuacion 2

mL

2.8.3 Determinacion de la citotoxicidad de los extractos

Se determind la citotoxicidad de los extractos de NADES y metandlicos
siguiendo la metodologia descrita por Mossman (1983), a través del ensayo de
reduccion de sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,3-difeniltetrazolio

(MTT).

Se agregaron 5000 células Vero o HepG2 por pocillo, calculadas por medio
de la ecuacion 2, en placas de 96 pozos. Tras una incubacion a 37 °C con 5% de
CO2 por 24 horas para su adhesion en las placas, se les retiré el medio y se les
afadié 100 yL de medio nuevo. Se afiadieron 100 pL de los extractos a los

primeros pozos de cada columna y se realizé una dilucidn seriada en los 7
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pocillos restantes (concentraciones de 25 a 0.20%). Como control positivo se
empled doxorrubicina y como control negativo células solamente expuestas a

medio de cultivo.

La placa se incub6 por 48 horas mas a 37 °C con 5% de COz2. Posteriormente
se lavo dos veces con PBS y se agregaron 100 uL de MTT de concentracion 0.5
mg/mL y se incubd por 3 horas. Transcurrido este tiempo, se decantd el
sobrenadante y se adicionaron 200 uL de DMSO, se agité por 8 min a 220 rpm y
se leyo en lector de placas a una A de 570 nm, donde la absorbancia es
proporcional a la cantidad de células metabdlicamente activas. A partir de los
datos, se calculé la CCso, definida como la concentracion de extracto necesaria

para disminuir la viabilidad de las células a un 50%, segun la ecuacion 3.

o Abs muestra L.
Viabilidad celular = — x 100 Ecuacién 3
Abs control negativo
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CAPIiTULO 3

RESULTADOS

3.1 Preparacion y caracterizacion de los NADES

De las doce combinaciones evaluadas, unicamente seis formaron sistemas
liguidos homogéneos y estables a temperatura ambiente (Tabla V). Se
obtuvieron cinco NADES a base de cloruro de colina y uno a base de betaina.
Debido a la naturaleza de la molécula empleada como HBD, los seis NADES se
clasificaron en NADES basicos (empleando urea), NADES neutros (aquellos que
emplearon azucares) y NADES acidos (aquellos que emplearon acidos

organicos).
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Tabla IV. Caracteristicas de los NADES preparados.

Relacion molar

HBA HBD Abreviatura | Aspecto fisico
HBA:HBD (M)
Cloruro de Liquido viscoso
Urea 1:2 ChCl:Ur
colina y transparente
Liquido viscoso
Betaina Urea 1:2 Bet:Ur
y transparente
Cloruro de Acido Liquido viscoso
1:1 ChCIl:AM
colina malico y amarillo
Cloruro de Liquido viscoso
Sorbitol 1:1 ChClI:Sor
colina y transparente
Cloruro de Acido Liquido viscoso
1:1 ChCI:AC
colina citrico y transparente
Cloruro de Liquido viscoso
Fructosa 1:1 ChCl:Fru
colina y amarillo

3.1.1 pH de los NADES

Se midio el pH por triplicado de cada uno de los NADES al 60%, diluyéndolos

con agua desionizada. Los resultados se resumen en la Tabla V.
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Los NADES basados en acidos organicos (ChCI:AM 1:1 My ChCI:AC 1:1 M)
presentaron los valores de pH mas bajos, mientras que los sistemas basados en

Urea mostraron valores alcalinos.

Tabla V. pH de los NADES.

NADES pH
ChCl:Ur 10.37 £ 0.07
Bet:Ur 9.11 £0.07
ChCl:Sor 3.64+0.12
ChClI:Fru 3.34+0.13
ChCI:AM 0.68 + 0.04
ChCI:AC 0.29+0.03
Agua desionizada 6.77 £ 0.27

n=3. Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar

3.1.2 Espectros de IR de los NADES

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo de cada componente de los NADES,

asi como del NADES formado.

En el espectro de cloruro de colina se observo, entre otras sefiales, una sefal
amplia en la regién correspondiente a los grupos hidroxilo (~3200 — 3300 cm-"),

mientras que en el espectro de urea se observaron sefiales caracteristicas del
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grupo amino en la region de ~3500 — 3400 cm™, y del grupo carbonilo en ~1600
cm™. En el espectro del sistema ChCIl:Ur 1:2 M (Figura 11) se observo la
conjuncion y ensanchamiento de la banda correspondiente a los grupos hidroxilo
y amino (~3200 — 3500 cm-") respecto a los componentes individuales, asi como
de la sefial del carbonilo en ~1600 cm', sugiriendo la formacion de una red de

puentes de hidrogeno.
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Figura 11. Espectro de IR del Cloruro de colina (naranja), Urea (azul) y
NADES ChCI:Ur 1:2 M (verde).

El espectro de cloruro de colina presenté las sefiales anteriormente descritas,
mientras que en el espectro de sorbitol se observé una sefial intensa y ancha
(~3400 — 3000 cm") correspondiente al grupo hidroxilo. En el espectro del
NADES ChClI:Sor 1:1 M (Figura 12) se observo la conjuncion de los espectros de
los componentes individuales destacando la sefial entre ~3500 — 3000 cm™'

perteneciente al grupo hidroxilo.
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Figura 12. Espectro de IR del Cloruro de colina (rosa), Sorbitol (morado) y
NADES ChCl:Sor 1:1 M (amarillo).

Siguiendo el mismo patrén de sefiales que el NADES anterior, tanto en el
espectro de cloruro de colina como el de fructosa se presentaron senales
correspondientes al grupo hidroxilo entre 3400 — 3000 cm-'. En el espectro del
NADES ChCI:Fru 1:1 M (Figura 13) se observo una sefal amplia y ensanchada
entre 3500 y 3000 cm™ perteneciente al grupo hidroxilo, observandose este

espectro como una conjuncion de los espectros de los componentes individuales.
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Figura 13. Espectro de IR del Cloruro de colina (rosa), Fructosa (azul) y
NADES ChCI:Fru 1:1 M (negro).
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En el espectro de acido malico se observaron tanto sefiales correspondientes
al grupo hidroxilo (~3400 — 3000 cm'), asi como del grupo carbonilo (~1700 —
1600 cm™"). En el espectro de cloruro de colina se presentaron las sefiales
anteriormente descritas. En el espectro del NADES ChCI:AM 1:1 M (Figura 14)
se observo la conjuncidn de los dos espectros, asi como el ensanchamiento de
la sefial del grupo hidroxilo (~3500 — 3000 cm™") y el ligero desplazamiento de la

sefal perteneciente al grupo carbonilo.

Yl

45
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Figura 14. Espectro de IR del Cloruro de colina (rosa), Acido malico (azul) y
NADES ChCI:AM 1:1 M (celeste).

De forma similar al caso anterior, en el espectro de acido citrico se observaron
tanto sefales correspondientes del grupo carbonilo (~1700 cm™') y al grupo
hidroxilo (~3400 — 3000 cm™'). En el espectro de cloruro de colina se presentaron
las sefales anteriormente descritas. En el espectro del NADES ChCI:AC 1:1 M

(Figura 15) se observaron estas sefales de forma ensanchada y amplia.
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Figura 15. Espectro de IR del Cloruro de colina (rosa), Acido citrico (azul) y
NADES ChCI:AC 1:1 M (verde).

En el espectro de betaina se observaron diversas sefales correspondientes
a los grupos hidroxilo (~3400 — 3300 cm™") y carbonilo (~1600 cm-'). Las sefiales
en el espectro de urea se describieron anteriormente. Respecto al NADES Bet:Ur
1:2 M (Figura 16), se observaron las sefiales de los espectros individuales, con
un ensanchamiento de las bandas en la regién (~3500 — 3000 cm™)
correspondiente a los grupos hidroxilo y amino, asi como de la seial en ~1600

cm-' del grupo carbonilo.
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Figura 16. Espectro de IR de Betaina (rosa), Urea (magenta) y NADES
Bet:Ur 1:2 M (naranja).

3.1.4 Espectros de '"H-RMN de los NADES

Se obtuvieron los espectros de 'H-RMN de cada componente de los NADES,
asi como del NADES formado (Figura 17). En el espectro de cloruro de colina se
observaron tanto las sefiales de los hidrégenos de la cadena alquilica (3 — 3.5
ppm), asi como del grupo hidroxilo (5.6 ppm), en tanto que en la Urea se observé
la sefal del hidrogeno del grupo amino (5.5 ppm). También se observaron las
senales del disolvente a aproximadamente 3.4 ppm. En el espectro del NADES
ChClI:Ur 1:2 M aparecieron estas senales descritas, asi como el desplazamiento
de las sefnales correspondientes del grupo hidroxilo y amino, lo cual sugiere la

formacion de puentes de hidrégeno.
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Figura 17. Espectro de "H-RMN de NADES ChCI:Ur 1:2 M (verde), Urea
(rojo) y Cloruro de colina (azul).

3.2 Obtencion de extractos

Se obtuvieron extractos del material vegetal empleando el NADES de ChClI:Ur
1:2 My con adicién de agua en un 20% y 40% para observar la diferencia en los
procesos de extracciéon. Como controles de extraccion se prepararon extractos
utilizando metanol y metanol al 60%. Se obtuvieron cinco extractos de cada
planta. Se obtuvieron extractos viscosos y de un color amarillo en el caso de las
extracciones con el NADES, mientras que, al adicionar agua, la coloracion de los
extractos se tornd marrén y con una menor viscosidad. En el caso de las
extracciones metandlicas, se observd un efecto similar, donde las extracciones
con el disolvente puro presentaron un color verde que se tornd pardo en los

extractos con agua adicionada.
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Figura 18. Extractos obtenidos con los diferentes NADES.

3.3 Analisis cromatografico de los extractos

Los cromatogramas obtenidos permitieron comparar el perfil quimico de los

extractos preparados con los distintos sistemas extractantes.

En la comparacion de los extractos metandlicos de T. diffusa, se observd una
similitud entre los perfiles cromatograficos (Figura 19), la adicion de agua al
metanol permitié obtener una mayor intensidad de las sefiales al comprarse con

el metanol puro.
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Figura 19. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de Turnera
diffusa con metanol (negro) y metanol al 60% (rojo).

En el caso de L. frutescens se observo un efecto similar para la mayoria de
las sefales cromatograficas (Figura 20). Para esta planta, la intensidad de la
sefal principal disminuy6 con la adicion de agua, sin embargo, otras sefales se

observaron aumentadas en intensidad.
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Figura 20. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de
Leucophyllum frutescens con metanol (rojo) y metanol al 60% (negro).

Para C. boissieri se mantuvo la tendencia de observar una mayor intensidad

de las senales cromatograficas con la adicién de agua, al compararse con el
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disolvente puro (Figura 21), no observandose la aparicion de sefales nuevas o

una notoria diferencia en los perfiles cromatograficos.
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Figura 21. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de Cordia
boissieri con metanol (rojo) y metanol al 60% (negro).

Al no haber diferencias visuales notorias en los cromatogramas de las
extracciones empleando disolventes al 60%, se decidid continuar con las

extracciones con el NADES al 60%.

Se obtuvieron los cromatogramas de los NADES, inyectados a modo de
blanco (Figuras 22 a 27). Se observo en todos los casos que los NADES
presentaron unicamente sefales cercanas al tiempo muerto, sin la presencia de
otros picos cromatograficos a lo largo de la corrida, lo que indica que los
componentes de los NADES presentan una retencion minima o nula en la

columna cromatografica bajo las condiciones analiticas empleadas.
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Figura 22. Cromatograma de NADES ChCl:Ur 1:2 M (NADES basico).
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Figura 23. Cromatograma de NADES ChClI:Sor 1:1 M (NADES neutro).

59



0.16

f={es]

0.14]
0.2
010
2 00¢]
0.06
4 w
(3]
] 3
0.04] o
1 o
wn
)
0.02] c \
0.00 S

e L T o e e e e e e B S S S Sy B S S Sy S I B R
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 2500 30.00 35.00 40.00 45.00

Minutes

Figura 24. Cromatograma de NADES ChClI:Fru 1:1 M (NADES neutro).
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Figura 25. Cromatograma de NADES ChCI:AM 1:1 M (NADES acido).

60



AU

AU

S

NAD

0.030]

£ 204
S-i-m g

0.025]

4.836

0.0201

00157
00107
0,005
omo—:———{
-0.005]
-
0.00 500 10.00 15.00 2000 25.00 30.00 35.00 40.00 4500

Minutes

Figura 26. Cromatograma de NADES ChCI:AC 1:1 M (NADES &cido).
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Figura 27. Cromatograma de NADES Bet:Ur 1:2 M (NADES basico).

e analizaron los extractos obtenidos de cada material vegetal con los
ES al 60%. En el caso de T. diffusa se observaron diversas sefiales en el
extracto metandlico, destacando un pico cromatografico principal, el cual se
observé en todos los extractos de NADES (Figura 28). En los extractos obtenidos

NADES basicos, dicho pico presenté una disminucién en el tiempo de
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retencidn respecto al extracto metandlico. Se comprobd la identidad de los picos

cromatograficos mediante la comparacion de los espectros ultravioleta.
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Figura 28. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de Turnera
diffusa.

En el extracto metandlico de T. diffusa, el pico principal se observo no resuelto,
con un tiempo de retencion de 27.662 min y una altura de pico de

aproximadamente 0.040 AU (Figura 29).
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Figura 29. Cromatograma de extracto metandlico de Turnera diffusa.

En los extractos de NADES basicos de T. diffusa, el pico principal se observo
resuelto, asi como un desplazamiento a un tiempo de retencion menor (24 min).
Ademas, la altura del pico principal fue mayor en ambos casos, obteniéndose una
altura de 0.135 AU en el extracto de ChCI:Ur 1:2 M (Figura 30) y de 0.240 AU en
el extracto de Bet:Ur 1:2 M (Figura 31), lo cual corresponde a un incremento de

237 y 500% de altura respectivamente.
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Figura 30. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con ChCl:Ur 1:2 M
(NADES basico).
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Figura 31. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con Bet:Ur 1:2 M
(NADES basico).

En los extractos de NADES neutros de T. diffusa, no se observaron diferencias
notables comparado con el extracto metandlico. El pico se observd no resuelto
tanto con el sistema ChCl:Sor 1:1 M (Figura 32), como con el de ChCIl:Fru 1:1 M
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(Figura 33). Asimismo, la altura del pico principal fue similar a la obtenida

empleando metanol.
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Figura 32. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con ChCl:Sor 1:1 M
(NADES neutro).
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Figura 33. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con ChCl:Fru 1:1 M
(NADES neutro).

65



Respecto a los extractos de NADES acidos de T. diffusa (Figuras 34 y 35), el
perfil cromatografico fue muy similar al obtenido para el extracto metandlico,

donde el pico principal se observo no resuelto y con una altura aproximada de
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Figura 34. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con ChCI:AM 1:1 M

(NADES acido).
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Figura 35. Cromatograma de extracto de Turnera diffusa con ChCI:AC 1:1 M
(NADES é&cido).
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En el caso de L. frutescens se observo la presencia de una sefial principal en
el extracto metandlico, asi como otras sefiales de menor intensidad. Dichas
senales se mantuvieron en los extractos con los diferentes NADES (Figura 36).
Se comprobd la identidad de este pico cromatografico principal en los extractos

a través de la comparacion de su espectro de ultravioleta.

Cenizo WeOH 60%

3 0.10
. A I

Cenizo NADES 60

2 [ N )

Cenizo Bet-Ur

3 0.10
J \ M AN
o e

Cenizo ChCHSor

2 0
000 J\!’L N T e

Cenizo ChCHrre

0.00

Cenizo ChCHAM

Cenizo ChCHAC

2 010

0.00 200 400 6.00 8.00 1000 1200 1400 16.00 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400
Winutes

Figura 36. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de
Leucophyllum frutescens.

En el extracto metandlico de L. frutescens (Figura 37) se presentd un pico
cromatografico principal, resuelto, con tiempo de retencién de 18.511 min y una

altura aproximada de 0.086 AU.
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Figura 37. Cromatograma de extracto metandlico de Leucophyllum
frutescens.

En el extracto de NADES de ChCI:Ur 1:2 M (Figura 38), se presento un pico
cromatografico principal con tiempo de retencion de 18.190 min y un area dos

veces mayor comparado con el extracto metandlico.
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Figura 38. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con
ChCl:Ur 1:2 M (NADES basico).
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Por otra parte, en el extracto de NADES de Bet:Ur 1:2 M (Figura 39), se
presento un pico cromatografico principal con tiempo de retencién de 18.329 min.
Sin embargo, al compararlo con el extracto metandlico, presenté una menor
intensidad cromatografica, observandose un area de pico 40%inferior a la

obtenida en el extracto metandlico.
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Figura 39. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con Bet:Ur
1:2 M (NADES basico).

Respecto a los extractos de L. frutescens con NADES neutros, la senal
principal observada en el extracto metandlico fue de menor intensidad en estos
extractos. Se observaron tiempos de retencion de esta senal de 18.513 min para
el NADES ChCl:Sor 1:1 M (Figura 40) y de 17.918 min para el NADES ChClI:Fru
1:1 M (Figura 41). Las areas de estos picos, comparadas con el extracto de

referencia fueron 80% y 60% menores para cada sistema, respectivamente.
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Figura 40. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con
ChCl:Sor 1:1 M (NADES neutro).
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Figura 41. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con
ChCl:Fru 1:1 M (NADES neutro).

En los extractos de L. frutescens con NADES acidos, se presentd una sefal
principal, resuelta y con tiempo de retenciéon aproximada de 17.5 min. En el caso
del NADES ChCIEAM 1:1 M (Figura 42), el area de dicho pico fue
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aproximadamente dos veces mayor que la observada en el extracto metandlico,
mientras que para el NADES ChCI:AC 1:1 M (Figura 43) el area fue 45% mayor

que la obtenida en el extracto metandlico.
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Figura 42. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con
ChCIl:AM 1:1 M (NADES é&cido).
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Figura 43. Cromatograma de extracto de Leucophyllum frutescens con
ChCI:AC 1:1 M (NADES é&cido).
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Finalmente, en C. boissieri se observaron pocas sefiales cromatograficas, con
dos sefiales principales, presentes en todos los extractos de NADES (Figura 44).
Se verificd la identidad de estos picos cromatograficos a través de su espectro

de UV.
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Figura 44. Comparacion de los cromatogramas de los extractos de Cordia
boissieri.

En el caso del extracto metandlico estas dos sefales principales tuvieron
tiempos de retencion de 21.756 y 23.552 min, asi como alturas de pico de 0.125

y 0.065 AU, respectivamente.
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Figura 45. Cromatograma de extracto metandlico de Cordia boissieri.

En las extracciones de C. boissieri con NADES basicos, se presentaron dos
seflales principales, con tiempos de retencion de 21 y 23 minutos
respectivamente. En el NADES ChCI:Ur 1:2 M (Figura 46), el area del primer pico
fue 5% mayor que la observada en el extracto metandlico, mientras que el

segundo se extrajo 10% menos.
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Figura 46. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con ChCl:Ur 1:2 M
(NADES basico).

Por otra parte, en el NADES Bet:Ur 1:2 M (Figura 47), el area del primer pico
fue 90% superior, mientras que el del segundo se extrajo fue aproximadamente

el doble de la observada en el extracto metandlico.
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Figura 47. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con Bet:Ur 1:1 M
(NADES basico).
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Respecto a los NADES neutros, se observaron estas mismas sefiales
mayoritarias, aunque con menor intensidad. Comparando las areas de los picos
con las sefales del extracto metandlico, en el NADES ChCl:Sor 1:1 M (Figura
48), el primer compuesto se extrajo 30% menos, mientras que el segundo 20%
menos. De la misma forma, el NADES ChCl:Fru 1:1 M (Figura 49), extrajo 21%

menos y del segundo se extrajo 4% menos.
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Figura 48. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con ChCl:Sor 1:1 M
(NADES neutro).
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Figura 49. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con ChCIl:Fru 1:1 M
(NADES neutro).

Finalmente, en los NADES &cidos, las dos sefiales mayoritarias, presentaron
una mayor intensidad, aunque con una ligera disminucién del tiempo de retencién
(20 y 22 min). Al comparar las areas de los picos con las del extracto metandlico,
en el NADES ChCI:AM 1:1 M (Figura 50), los compuestos se extrajeron 50% y
80% mas. De la misma forma, el NADES ChCI:AC 1:1 M (Figura 51), extrajo 14%

mas del primer compuesto, pero 2% menos del segundo.
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Figura 50. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con ChCl.:AM 1:1 M

(NADES 4cido).
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Figura 51. Cromatograma de extracto de Cordia boissieri con ChCI:AC 1:1 M
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3.4 Pruebas fitoquimicas de los extractos

3.4.1 Terpenos

Se realizé la prueba de vainillina — acido sulfurico en los extractos obtenidos

para comprobar la presencia de terpenos. Los resultados se resumen en la Tabla

VI. No se encontré un resultado positivo de esta prueba en ninguno de los

extractos de C. boissieri. Respecto a T. diffusa se obtuvieron resultados positivos

para terpenos en el extracto metandlico y en el extracto de ChCI:Ur 1:2 M. En el

caso de L. frutescens solamente se observd la presencia de terpenos en el

extracto metandlico, mientras que ninguno de los extractos obtenidos con

NADES presentd una respuesta positiva a la prueba.

Tabla VI. Resultados de la prueba de terpenos en los extractos obtenidos.

NADES

Turnera diffusa

Cordia boissieri

Leucophyllum frutescens

ChCl:Ur

+

ChCl:Sor

ChCl:Fru

ChCI:AM

ChCIl:AC

Bet:Ur

MeOH

+

Control positivo: Geraniol

+++

78




3.4.2 Flavonoides

Se realizé la prueba de AICIs para flavonoides en cada extracto de NADES de
las tres plantas. Los resultados se resumen en la Tabla VII. En el caso de T.
diffusa se observé que todos los extractos presentaron este tipo de compuestos,
observandose una respuesta mas intensa en los extractos obtenidos con ChCl:Ur
1:2 M y con los NADES neutros. En C. boissieri se observo presencia de estos
compuestos tanto en el extracto metandlico como en los de NADES basicos y
neutros. Por otra parte, en el caso de L. frutescens se observé la extraccion de
flavonoides solo en el caso de los NADES neutros. En todos los casos los
extractos obtenidos con NADES &acidos presentaron una menor intensidad de

reaccion para flavonoides.

Tabla VII. Resultados de la prueba de flavonoides en los extractos obtenidos.

NADES | Turnera diffusa | Cordia boissieri | Leucophyllum frutescens
ChCl:Ur +++ + _
ChCl:Sor +++ ++ +
ChCl:Fru +++ ++ ;
ChCI:AM + - 3
ChCI:AC + - -

Bet:Ur ++ + :

MeOH +++ ++ N

Control positivo: Rutina +++
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3.4.3 Taninos

Se realizé la prueba de FeCls para la determinacion de taninos en los
extractos. Los resultados se resumen en la Tabla VIII. Se observé la presencia
de estos compuestos en los extractos metandlicos de todas las plantas, asi como
en los extractos de NADES basicos y neutros. No se observaron resultados

positivos en los extractos de NADES acidos.

Tabla VIII. Resultados de la prueba de taninos en los extractos obtenidos.

NADES | Turnera diffusa | Cordia boissieri | Leucophyllum frutescens
ChCl:Ur + + +
ChCl:Sor + + +
ChClI:Fru + + +
ChCI:AM - - -
ChCI:AC - - -
Bet:Ur + + +
MeOH + + +
Control positivo: Acido galico ++
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3.4.4 Alcaloides

Se realiz6 a prueba de Dragendorff para observar la presencia de alcaloides
en los extractos. Los resultados se presentan en la Tabla IX. Ninguno de los

extractos analizados presenté una respuesta positiva para alcaloides.

Tabla IX. Resultados de la prueba de alcaloides en los extractos obtenidos.

NADES | Turnera diffusa | Cordia boissieri | Leucophyllum frutescens

ChCl:Ur - - -

ChCl:Sor - - -

ChCl:Fru - - -

ChCI:AM - - -

ChCI:AC - - -

Bet:Ur - - -

MeOH - - _

Control positivo: Cafeina ++

3.4.5 Azicares

Se realizd la prueba de fenol - acido sulfurico para la determinacion de
azucares en los extractos. Los resultados se resumen en la Tabla X. Debido a
que algunos NADES estaban constituidos por azucares, la deteccién de
carbohidratos se realizd6 mediante cromatografia en capa fina seguida de

revelado con fenol — acido sulftuirico, con el fin de minimizar interferencias
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derivadas de los componentes del disolvente. Se utilizé una fase Silica gel 60
RP-18 F2s4s y una fase movil de metanol:agua (50:50). Debido a la alta polaridad
de los componentes de los NADES, estos presentan valores de Rf y migran cerca

del frente del disolvente.

En el caso de T. diffusa se observo la extraccién de estos compuestos en los
extractos de NADES neutros en proporcién similar al extracto metandlico. Se
observé una mayor respuesta en los extractos de NADES &acidos. Resultados
similares se observaron en el caso de C. boissieri, donde los extractos de NADES
acidos extrajeron una mayor proporcion de estos compuestos. Finalmente, en el
caso de L. frutescens, los extractos obtenidos con NADES &acidos mostraron las

respuestas mas intensas para azucares.

Tabla X. Resultados de la prueba de azucares en los extractos obtenidos.

NADES | Turnera diffusa | Cordia boissieri | Leucophyllum frutescens
ChCl:Ur - - -
ChCl:Sor + + -
ChClI:Fru + + -
ChCI:AM o Tt "
ChCI:AC +++ + —
Bet:Ur - - -
MeOH + + ;
Control positivo: Sacarosa +++
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3.5 Actividades bioldgicas de los extractos

3.5.1 Actividad antioxidante de los extractos

Se determind la actividad antioxidante de los extractos. Debido a que los

componentes de los NADES pueden presentar actividad antioxidante intrinseca,

se evalu6 la capacidad antioxidante de cada NADES sin material vegetal,

empleandolos como controles de referencia, como se describe en la seccion

2.8.1. Posteriormente, se realiz6 la determinacion de la actividad antioxidante en

los extractos de NADES y metandlico de cada una de las plantas. Los resultados,

resumidos en la Tabla Xl, se expresan en % del extracto original, considerando

las diluciones debido a la metodologia.

Tabla XI. Actividad antioxidante de los extractos, expresado como CEso (%).

Turnera Cordia Leucophyllum
NADES

diffusa boissieri frutescens
ChCl:Ur > 25 0.23 £ 0.01 1.45+0.27 0.50 + 0.01
Bet:Ur > 25 0.48 £ 0.04 3.29+0.11 1.07 £ 0.06
ChCl:Sor > 25 0.49 £ 0.06 0.26 + 0.01 0.45+0.03
ChClI:Fru > 25 <0.20 0.34 £ 0.01 0.48 £ 0.01
ChCI:AM | 13.69+£0.17 <0.20 0.22 + 0.01 0.36 £ 0.02
ChCI:AC | 9.58+0.11 <0.20 0.40 £ 0.02 0.48 £ 0.01
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MeOH > 25 0.26 + 0.04 0.30 £ 0.04 0.23 +0.01

Control positivo: Quercetina 0.000597 + 0.000020 (5.97 + 0.20 pg/mL)

n=3. Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar

Los NADES basicos y neutros no presentaron actividad antioxidante
detectable dentro del intervalo de concentraciones evaluado (CEso > 25%). Por
el contrario, los NADES acidos mostraron actividad antioxidante propia,

particularmente ChCI:AC 1:1 M, que presenté una CEso de 9.58 + 0.11%.

En T. diffusa, los extractos preparados con ChCl:Fru 1:1 M, ChC:AM 1:1 My
ChCI:AC 1:1 M presentaron las menores CEso (<0.20%), indicando una mayor

capacidad antioxidante que la observada para el extracto metandlico.

Para C. boissieri, el extracto obtenido con ChCIl:AM 1:1 M presentd la mayor
actividad antioxidante (CEso: 0.22 + 0.01%), mientras que los NADES basicos

mostraron menor actividad.

En L. frutescens, el extracto obtenido con ChCl:AM 1:1 M presentd la menor
CEso0 (0.36 £ 0.02%). En general, todos los extractos presentaron menor actividad

antioxidante comparados con el extracto metandlico.

3.5.2 Citotoxicidad de los extractos

Se determind la citotoxicidad de los extractos a través de la prueba de

viabilidad celular por reduccion de MTT. Inicialmente se evalud la citotoxicidad de
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los NADES en ambas lineas celulares para determinar su contribucion al efecto
biologico observado en los extractos, lo anterior siguiendo la metodologia
establecida en la seccion 2.8.3. Se realizé el ensayo usando los extractos en
ambas lineas celulares siguiendo la metodologia previamente descrita. Los
resultados se resumen en la Tabla Xll para las células HepG2 y en la Tabla XIlI
para las células Vero. En ambos casos se expresa como CCso en porcentaje del

extracto original.

Tabla XIl. Citotoxicidad celular de los extractos en células HepG2, CCso (%).

Turnera Cordia Leucophyllum
NADES
diffusa boissieri frutescens
ChCl:Ur 3.59+0.05 | 3.72+0.60 | 1.47+0.47 0.99 +0.29
Bet:Ur 447 +0.13 | 1.80+0.08 | 0.99+0.04 3.76 £ 0.62
ChCl:Sor 3.75+0.15 | 3.49+0.70 | 211+0.25 2.68+0.15
ChClI:Fru 595+0.28 | 412+060 | 2.12+0.59 1.93 +0.28
ChCI:AM 1.19+£0.03 > 25 0.48 £ 0.04 0.57 £ 0.03
ChCI:AC 1.00 £ 0.05 > 25 0.38 £ 0.05 0.44 £ 0.01
MeOH > 25 13.41+£0.39 | 11.91+£0.27 9.59+0.13
Control positivo: Doxorrubicina | 0.000518 + 0.000073 (5.18 £ 0.73 pg/mL)

n=3. Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar

Tabla XIIl. Citotoxicidad celular de los extractos en células Vero, CCso (%).
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Turnera Cordia Leucophyllum
NADES

diffusa boissieri frutescens
ChCl:Ur 257+0.10 | 2.56+0.20 1.90 + 0.11 419+ 0.07
Bet:Ur 3.83+0.18 | 2.00+0.12 | 1.02+0.06 5.29+0.12
ChCl:Sor 3.58+0.24 | 290+0.08 | 3.11+0.13 3.22+0.16
ChClI:Fru 440+0.16 | 3.40+010 | 3.45+0.13 3.63+£0.02
ChCIl:AM 0.94 £ 0.01 > 25 0.57 £ 0.01 0.56 + 0.02
ChCI:AC 0.52 £ 0.02 > 25 0.47 £ 0.02 0.49 £ 0.01
MeOH > 25 7.42 +0.41 9.82+0.58 7.79+0.29

Control positivo: Doxorrubicina

0.000518 + 0.000073 (5.18 £ 0.73 pg/mL)

n=3. Resultados expresados como media + 1 desviacion estandar

Los NADES acidos presentaron la mayor citotoxicidad intrinseca en ambas

lineas celulares, observandose valores de CCso cercanos al 1% o menores. Por

el contrario, los NADES basados en urea y azucares presentaron menor

citotoxicidad, con valores de CCso entre 3 y 6%.

Los extractos metandlicos de las tres especies mostraron una baja

citotoxicidad, con valores de CCso superiores a 7% en ambas lineas celulares.

En general, los extractos preparados con NADES presentaron una mayor

citotoxicidad que sus equivalentes metandlicos, aunque parte de este efecto

puede atribuirse a la toxicidad propia de los sistemas eutécticos utilizados.
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En los extractos de T. diffusa obtenidos con los NADES &cidos se observo un
incremento en la sefal de reduccién de MTT respecto al control celular. Este
comportamiento sugiere un posible efecto proliferativo o un aumento de la
actividad metabdlica celular. Dicha observacion fue consistente con la mayor
densidad celular observada mediante microscopia 6ptica invertida (Figura 52).
Sin embargo, serian necesarios ensayos especificos de proliferacion celular para

confirmar este efecto.

b)

Figura 52. Fotografias representativas de células HepG2 tratadas con extractos
de T. diffusa. a) Extracto metandlico resuspendido en PBS. b) Extracto obtenido
con el sistema ChCI:AM 1:1 M. Se observa una mayor densidad celular
aparente en el tratamiento con el NADES acido.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La medicina herbolaria basa sus tratamientos en el uso de plantas o sus
derivados para el tratamiento de las enfermedades que aquejan al ser humano
(Guzman, 2017). En la regidén noreste de México existen multiples reportes
acerca del uso de plantas nativas en el manejo de diferentes afecciones, entre
ellas se encuentran Turnera diffusa, Leucophyllum frutescens y Cordia boissieri.
A partir de cada una de estas plantas se han aislado compuestos que presentan
actividad bioldgica: de T. diffusa se han aislado el hepatodamianol y la
teuhetenona A, compuestos con actividad hepatoprotectora e hipoglucemiante
respectivamente (Parra-Naranjo, 2023). De L. frutescens se han aislado
compuestos como la diayangambina, un furano citotéxico (Rimando, 2009) y el
leubetanol, un terpeno con actividad antimicobacteriana (Molina-Salinas, 2011).
Por otra parte, de C. boissieri se han aislado el quebrachitol y la alantoina,

compuestos con actividad hipoglucemiante (Mendoza, 2007).
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De esta forma, la actividad biolégica de las plantas proviene principalmente
de los metabolitos secundarios del material vegetal: compuestos formados como
mecanismo de defensa y proteccion de la planta contra cualquier factor ambiental
adverso que se pueda presentar (Patil, 2020). Debido a que estos metabolitos
son sintetizados por vias metabdlicas especificas, éstos se encuentran
restringidos a familias, géneros o incluso especies unicas, por lo que su

extraccion se vuelve dificil (Patil, 2020).

Convencionalmente, estos metabolitos secundarios se extraen con
disolventes organicos (Jain, 2019), sin embargo, se ha intentado reemplazar esto
con nuevas alternativas mas ecoldgicas, incluyendo los disolventes eutécticos
profundos naturales (NADES) (Zuo, 2023). Estas mezclas eutécticas estan
formadas por metabolitos de plantas, generalmente sales de amonio cuaternarias
en combinacién con acidos carboxilicos, azucares y alcoholes (Pereira, 2025).
Ademas, existen reportes de su uso para la extraccion de metabolitos
secundarios donde no solo se mejora la extraccion de dichos compuestos, sino
que se mejora su actividad biolégica al compararse con la extraccion
convencional con disolventes organicos (Koh, 2023; Hao, 2023; Aktas, 2024;

Pereira, 2025).

Debido a lo anterior, se considerd explorar la capacidad de extraccion de
diferentes NADES de metabolitos secundarios a partir de tres plantas de la regiéon
que presentan actividades bioldgicas reportadas. Esta exploracion obedece entre

otros factores a la descripcion de un primer acercamiento del uso de estas
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mezclas eutécticas en plantas de la zona y la migracion a practicas mas

amigables con el medio ambiente.

En primera instancia se estudiaron diferentes NADES reportados en la
literatura para la extraccion de metabolitos secundarios a partir de material
vegetal. Como se observa en la Tabla IV, solamente seis mezclas eutécticas
pudieron ser formadas en el laboratorio bajo las condiciones experimentales
descritas. Los NADES obtenidos se clasificaron, dependiendo de la molécula
empleada como HBD, en tres grupos: NADES acidos (formados por acidos
organicos), NADES basicos (formados por urea) y NADES neutros (formados por

azucares).

Posterior a su preparacion se procedio a su caracterizacion fisicoquimica. Los
resultados de la medicion de pH (Tabla V) mostraron resultados variables. Por un
lado, los NADES &cidos mostraron un pH bajo esperado, puesto que en la
literatura se encuentran reportes de valores de pH menores a 1 en NADES
basados en acido citrico y acido malico (Mitar, 2019). De la misma forma, los
NADES basicos mostraron un pH de dicha naturaleza, superior a valores de 9, lo

cual también se encuentra reportado en la literatura (Radosevi¢, 2018).

Sin embargo, los NADES neutros mostraron un valor de pH ligeramente mas
acido de lo esperado para las mezclas eutécticas basadas en azucares, donde
se espera un valor de pH cercano a la neutralidad (Koh, 2023), aunque también
existen reportes de valores cercanos a 4.5 (RadoSevic, 2018). Una explicacion
de una disminucion en el pH esperado se encuentra en el método de preparacion
de los NADES debido a que un calentamiento por encima de los 50°C favorece
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la ionizacion de los grupos hidroxilo de los azucares, liberando protones al medio

que se traduce en un ligero descenso del pH (Koh, 2023).

Respecto a la caracterizacion espectroscopica, se obtuvieron los espectros
de infrarrojo de los NADES, asi como de las sustancias que lo conformaron. Se
compararon los espectros (Figuras 11 a 16) y se analizaron esperando que el
espectro del NADES sea una conjuncién de los espectros de HBA 'y HBD. En el
caso de los acidos malico y citrico, asi como en la betaina y urea se observo la
presencia de una sefial alrededor de 1600 — 1700 cm-', caracteristica del enlace
C=0. La sefial del estiramiento de O-H del grupo hidroxilo se observé tanto en el
sorbitol y fructosa, asi como en los acidos carboxilicos y el cloruro de colina hacia
3400 - 3300 cm™'. En el caso de la urea, se observo ademas de la sefial del grupo

carbonilo, el estiramiento del enlace N-H entre 3400 — 3300 cm™".

Esta caracterizacion se emplea para determinar la formacién de puentes de
hidrogeno entre el HBA y HBD (Sakurai, 2024). En general, se espera que no
aparezcan sefiales nuevas y que no desaparezcan las sefiales ya existentes (Ma,
2025). Esto como un indicador de la ausencia de reaccion y sustentando la idea
de que en la formacion del NADES solo ocurren interacciones intermoleculares.
Asimismo, también se espera que las sefales de los grupos funcionales que
participan en la formacion de puentes de hidrégeno se ensanchen (Sakurai,
2024). Estos resultados son consistentes con la formacion de los NADES y
respaldan la existencia de interacciones intermoleculares entre sus

componentes.
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Con los NADES formados se procedio a realizar las extracciones del material
vegetal. Uno de los principales inconvenientes observados fue la alta viscosidad
de los NADES, lo cual dificulté la recuperacién de los extractos. Diversos estudios
han demostrado que la adicion de agua reduce la viscosidad de estas mezclas
eutéticas y favorece la transferencia de masa entre el material y el disolvente,
mejorando asi la eficiencia de extraccion (Zuo, 2023). Un punto importante es
evitar la pérdida de la condicion eutéctica debido a la adicion de agua por arriba
del 50% (Pereira, 2025). En este caso se analizé la adicién de agua en un 20 y
40%, de manera que los NADES quedaron al 80 y 60% respectivamente. Las
extracciones del material vegetal se realizaron con estas preparaciones, asi
como el NADES. Para realizar una correcta comparacién con la extraccién con
disolventes organicos, la extraccidén se realizé tanto con metanol puro como al

60%.

En todos los casos fue posible obtener extractos del material vegetal,
destacando la dificultad para recuperar el extracto con NADES debido a su alta
viscosidad. Este efecto no fue observado en los extractos con NADES con agua

adicionada, siendo mas facil su recuperacion con el NADES al 60%.

Al comparar los cromatogramas obtenidos, se observé en el caso de los
extractos metandlicos de las tres plantas (Figuras 19 a 21) que las sefales se
encontraron en su mayoria aumentadas con la adicion de agua. En el caso de
los extractos de NADES, se observaron sefales aumentadas debido a la adicion

de agua, asi como un ligero aumento en el numero de sefiales. Por estas
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razones, se decidio realizar la extraccion con los disolventes al 60%, asi como

realizar las siguientes pruebas con dichos extractos.

Los cromatogramas obtenidos de cada extracto de NADES se compararon
con el obtenido para el extracto metandlico para observar diferencias en el

numero e intensidad de senales.

En la comparacién de cromatogramas de T. diffusa (Figura 28) se observé en
el extracto metandlico un pico principal con tiempo de retencion de 27.66 min. En
los NADES basicos se observd que el componente mayoritario presentd un
movimiento en el tiempo de retencion (cercano a los 24 min), un aumento en la
sefal, asi como una mejora en la resolucion del pico. Se observé ademas la
mayor presencia de otros compuestos de menor polaridad. Respecto a los
NADES neutros se observd un perfil cromatografico similar al extracto
metandlico, caso que se repitido con los NADES acidos, aunque en este ultimo
caso los tiempos de retencion también presentaron un ligero movimiento. Estos
resultados sugieren que los NADES basicos constituyen una alternativa
prometedora para la extraccion del componente principal de T. diffusa, ya que en
ambos sistemas probados dicho componente presentaba un area relativa del pico

superior a la obtenida en el extracto metandlico.

Al comparar los cromatogramas de C. boissieri (Figura 44) se observaron dos
sefales cromatograficas principales en el extracto metandlico: una con un tiempo
de retencion de 21.75 min y otra con un tiempo de 23.55 min. Para los NADES
basicos se observé una mayor extraccion de dichos componentes principales
comparado con el metandlico, especialmente por parte del sistema Bet:Ur 1:2 M,
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asi como de algunos componentes minoritarios de mayor polaridad. Por su parte,
los NADES neutros presentaron un perfil cromatografico similar al extracto
metandlico, mientras que los NADES &cidos extrajeron en mayor proporcion a los
componentes mayoritarios y minoritarios. De este modo, los NADES basicos se
posicionan como una mejor alternativa para la extraccion de los componentes

mayoritarios.

Respecto a la comparaciéon de cromatogramas de L. frutescens (Figura 36)
se observo un pico principal con tiempo de retencion de 18.51 min en el extracto
metandlico. Con los NADES basicos se observd una mayor extraccion de
componentes: ChCl:Ur 1:2 M extrajo en mayor proporcién al componente
mayoritario, mientras que Bet:Ur 1:2 M extrajo mas componentes minoritarios de
menor polaridad. Los NADES neutros no extrajeron al componente principal
mejor que el metanol, pero extrajeron componentes minoritarios de menor tiempo
de retencion, no apreciables en el extracto metandlico. Finalmente, los NADES
acidos extrajeron de una mejor forma al componente mayoritario, presentando
una ligera disminuciéon en los tiempos de retencion. Esto coloca a los NADES
acidos como una alternativa para la extraccion del compuesto mayoritario de esta
planta. Asimismo, los NADES neutros son una opcion para la extraccion de

componentes minoritarios.

El andlisis fitoquimico permitié determinar la composicion de los extractos de
cada una de las plantas. La determinacion de alcaloides se realizé a través de la
prueba de Dragendorff, empleando un reactivo de tetrayodobismutato de potasio.

La reaccién se realiza en medio acido, por lo que el nitrégeno de los alcaloides
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se encuentra ionizado, generalmente en forma de amina cuaternaria. La reaccion
del tetrayodobismutato con el amonio cuaternario forma una sal compleja
insoluble de color amarillo-naranja o rojo-marrén (Vargas-Mamani, 2024). Se
observo, en todos los extractos la ausencia de terpenoides y alcaloides, lo cual
puede deberse principalmente a la naturaleza de los NADES empleados en las
extracciones, puesto que se han reportado NADES de tipo hidrofébicos para la
optima recuperacion de este tipo de compuestos, empleando moléculas como
mentol, timol y alcanfor (Vifas-Ospino, 2023; Casado-Hidalgo, 2024). En este
trabajo se emplearon NADES de tipo hidrofilico, usando moléculas como acidos

organicos, azucares y amidas como HBD.

La determinacion de flavonoides totales se llevd a cabo a través del método
de tricloruro de aluminio, donde los flavonoides reaccionan con dicha sustancia
formando un complejo de color amarillo (Poggi, 2026). Dicha reaccion es
especifica respecto a otros compuestos polifendlicos, al interaccionar con los

grupos cetona e hidroxilo de los flavonoides (Figura 53) (Makuasa, 2020).

Figura 53. Reaccidn de formacion del complejo entre un flavonoide y AICla.
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Respecto a los flavonoides se extrajeron de una mejor forma por los NADES
neutros en todas las plantas. En el caso de T. diffusa, se extrajeron con todos los
disolventes, aunque los NADES neutros y basicos presentaron una respuesta
similar al extracto metandlico, mientras que los NADES acidos presentaron una
respuesta mas baja. Para C. boissieri se obtuvo respuesta con los NADES
neutros similar al extracto metandlico y una menor respuesta en los NADES
basicos. No hubo respuesta en los extractos de NADES acidos. Con L. frutescens

se observé que solo los NADES neutros extrajeron este tipo de compuestos.

La extraccion de estos compuestos empleando NADES a base de azucares
esta ampliamente reportada, empleandose glucosa, sacarosa, fructosa y xilitol
(Koh, 2023). Sin embargo, la baja respuesta de la prueba en los NADES acidos
fue inesperada, puesto que hay reportes de una mayor extraccion de estos
compuestos con NADES de ese tipo (Koh, 2023). No obstante, es posible que,
debido al ambiente muy acido, favoreciera la protonaciéon de los grupos hidroxilo
y, por lo tanto, una reduccion en la estabilidad de los flavonoides, junto a una

afectacion a la respuesta de los ensayos para su determinacion (Nguyen, 2025).

Este mismo efecto fue visualizado en la prueba de taninos, considerando que
estos son compuestos polifendlicos que también presentan grupos hidroxilo
sensibles al pH del medio. La determinacion de taninos se realizé por el método
de tricloruro férrico, donde el hierro es reducido por los taninos dando como

resultado una coloracién azul verdosa (Sandoval, 2005; Gorog, 2018).
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En este caso, se observo que todos los extractos de las plantas presentaron
un resultado similar en la prueba, a excepcion de aquellos de NADES acidos,

donde no se observo un resultado positivo.

La determinacién de azucares totales se realizé por el método de fenol — acido
sulfurico. Tanto los azucares simples y complejos, como sus derivados, son
hidrolizados en el ambiente fuertemente acido, formando derivados de furano, los
cuales se condensan con el fenol para formar un complejo de color amarillo-
naranja (Patil, 2020). La coloracion es directamente proporcional a la cantidad de

azucares totales presentes en la muestra (Patil, 2020).

Para la extraccion de azucares se obtuvo un resultado positivo principalmente
con los NADES acidos. En el caso de T. diffusa y C. boissieri se extrajeron de
forma menor con los NADES neutros y en ninguna planta se extrajeron con los
NADES basicos. Este resultado concuerda con un reporte de la extraccién de
azucares solubles a partir de platano, donde un NADES de acido malico, alanina
y agua (1:1:3 M) presenté una mejor extraccion de estos metabolitos (Gomez,

2019).

Con estos resultados, es posible determinar que los NADES neutros permiten
una mejor extraccion de flavonoides y taninos; los NADES basicos pueden
extraer taninos y en menor medida flavonoides; mientras que los NADES &cidos

extraen en mayor medida azucares.

Por ultimo, respecto a las actividades biologicas se determinaron tanto la

actividad antioxidante como la citotoxicidad de los extractos y los NADES.
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La actividad antioxidante de los NADES se determin6é considerando que
algunas de las moléculas que conformaron las mezclas eutécticas presentan
actividad antioxidante. Se determind la concentracion efectiva 50 (CEso) de cada
extracto primario para reducir el radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) por
espectrofotometria UV-Vis a una A de 540 nm. Los antioxidantes presentes en el
extracto reducen el radical DPPH (de coloracién morado), a una forma reducida
(de color amarillo) (Figura 54) por lo que el cambio de color es proporcional a la

actividad antioxidante del extracto.
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Figura 54. Reaccion de reduccion del DPPH por un antioxidante (AH).

En este caso, los NADES basicos y neutros no presentaron actividad
antioxidante, ya que ni la urea ni los azucares tienen la capacidad de reducir el
radical DPPH (RadoSevi¢, 2018). Solamente los NADES acidos presentaron
dicha capacidad de reduccion del radical, lo cual concuerda con lo reportado tanto
para los NADES formados con acido malico y citrico, moléculas comunmente
empleadas como aditivos en los alimentos debido a esta propiedad (RadoSevi¢,

2018).
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Respecto a los extractos, se observo en el caso de T. diffusa que las
actividades fueron similares a las obtenidas por el extracto metandlico, incluso
mayores para el caso de ChCl:Sor 1:1 M y Bet:Ur 1:2 M. Destacé el aumento de
la actividad antioxidante por parte del extracto con ChCI:Fru 1:1 M los NADES
acidos. En el caso de C. boissieri se observo que los extractos de NADES neutros
igualaron el nivel antioxidante del extracto metandlico, mientras que el de
ChCI:AM 1:1 M fue ligeramente mayor. En los demas casos se perdio la actividad
antioxidante. Para L. frutescens ningun extracto de NADES logré igualar la

capacidad del extracto metandlico, aunque si presento actividad antioxidante.

Estos resultados pueden entenderse por la composicion de los extractos,
dado por el analisis fitoquimico. Donde en la mayoria de estos se presentaron
compuestos con actividad antioxidante, como los flavonoides y taninos, que
pueden tomar el radical del reactivo y estabilizarse por resonancia (Cosme,
2025). Ademas, en el caso de los extractos de NADES acidos de T. diffusa, se

observo un efecto aumentado debido a la propia actividad del disolvente.

EI MTT es reducido a formazan (cristales violetas) en una reaccion catalizada
por la enzima mitocondrial deshidrogenasa, que solo funciona en células vivas,
empleando como cofactor el dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH)
(Figura 55). Los cristales se acumulan dentro de la célula, y se liberan al medio
cuando ésta es lisada, permitiendo su disolucion y cuantificacion a través de

espectrofotometria. La absorbancia del producto se mide a A de 570 nm.
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Figura 55. Reaccion de reduccion del MTT a formazan.

Para la prueba, los extractos de NADES se analizaron de forma directa, donde
se considero al extracto como un 100% y a partir de este se consideraron las
diluciones en la metodologia para reportarlo como un porcentaje con base en
dicho 100%. Por otro lado, a una alicuota de los extractos metandlicos se les
eliminé el disolvente y posteriormente se resuspendieron en el mismo volumen
con PBS. También se consider6 dicho extracto como el 100% y se le dio el mismo

tratamiento que a los extractos de NADES.

La citotoxicidad de los NADES esta dada por diversos factores, incluyendo las
propiedades de sus componentes, propiedades fisicoquimicas, cantidad de agua
y las caracteristicas de la linea celular empleada (Zuo, 2021). En general, los
NADES formados por acidos organicos presentan una mayor citotoxicidad
comparada con los NADES a base de azucares, debido al descenso en el pH,

dificultando la compatibilidad con el desarrollo celular (Koh, 2023).

De los NADES a base de cloruro de colina se han reportado CCso para células
Caco-2, HT-29, MCF-7 y MRC-5, donde se observaron diferencias en la

citotoxicidad debido a la concentracion y composicion de los NADES probados.
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En dicho reporte de Popovi¢ y colaboradores (2023), los NADES a base de
azucares presentaron la menor citotoxicidad (ChCl:Sor 1:1 M CCso: 2.97%;
ChCl:Fru 1:1 M CCso: 4.42%), mientras que los NADES a base de acidos
presentaron la mayor citotoxicidad (ChCI:AC 1:1 M CCso: 0.88%; ChCI:AM 1:1 M
CCso0: 0.94%). Estos resultados pueden entenderse desde la composicién del
NADES, puesto que los azucares son carbohidratos empleados en el
metabolismo celular para obtener energia, por lo que su presencia es

aprovechada por las células para su suministro de energia (Hayyan, 2016).

A pesar de esta citotoxicidad reportada, algunos NADES han sido probados
en modelos in vivo, sin embargo, es importante optimizar la concentracion y
viscosidad del NADES para su consumo seguro (Koh, 2023). Se han
administrado a ratones extractos de raiz de Glycyrrhiza usando Sorbitol — Acido
lactico (3:1 M) por via topica y peroral (Shikova, 2025); extractos de Carthamus
tinctorius L. usando un NADES de Prolina y acetamida (1:1 M) (Tong, 2021);
extractos de curcuma en polvo con ChCI — propilenglicol (1:1 M) (Abouheif, 2022);
y extractos de arandanos con ChCI — glicerol — acido citrico (0.5:2:0.5 M) (da

Silva, 2021).

Al comparar los resultados de viabilidad celular (Tabla XlIl y XIV), se observa
que los NADES presentan valores similares a lo reportado en la literatura
(Popovi¢, 2023): los NADES neutros presentan CCso entre 2 y 4%, los NADES
acidos una CCso menor a 1% y los NADES basicos con valor cercano al 2%.
Ademas, debido a que los extractos se evaluaron sin eliminar el NADES, la

respuesta bioldgica observada corresponde al efecto combinado del sistema
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eutéctico y de los metabolitos extraidos, por lo que no es posible atribuir el efecto
exclusivamente a los compuestos vegetales. Otro punto importante es la
magnitud de los valores. De acuerdo con clasificaciones de extractos naturales
(Anywar, 2022), un valor de CCso superior a 500 pg/mL (o equivalente a 0.05%)
indicaria una baja citotoxicidad del extracto. Al comparar dicho valor con los
obtenidos por los extractos se determina que los extractos no presentan una

citotoxicidad relevante.

Finalmente, un resultado inesperado fue el efecto de proliferacion encontrado
en los extractos de T. diffusa con los NADES acidos. Aunque este efecto se
observo en el NADES de Betaina — Acido malico — Prolina, donde se determind
un posible efecto sinergético entre la betaina y prolina que concluia en la
proteccion de la célula del dafio por parte del acido malico (RadosSevi¢, 2018), la
ausencia de este efecto en los NADES acidos por si solos, implica la presencia
de compuestos en el extracto que cumplen esta funcion. Existen reportes acerca
del papel que juegan los metabolitos secundarios en procesos de regulacién
celular, incluso favoreciendo la proliferacién y diferenciacion celular (Saud, 2019).
Sin embargo, no se ha encontrado hasta el momento reportes de extractos
vegetales obtenidos con NADES que produzcan un efecto proliferativo atribuible

a un posible efecto sinérgico entre el extracto y el sistema eutéctico.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se caracterizaron seis NADES fisicoquimica y espectroscopicamente.

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos de los extractos de las tres
plantas con los NADES, observandose diferencias en las areas relativas y
tiempos de retencion de los picos cromatograficos con relacién con sus

respectivos extractos metandlicos.

En cuanto al analisis fitoquimico, la extraccién de flavonoides y taninos de
las plantas se vio favorecida con NADES neutros, mientras que la

extraccion de azucares aumentd con los NADES acidos.

Se observo una actividad antioxidante mayor en el caso de los extractos

de T. diffusa con NADES acidos y de ChCl:Fructosa comparado con los
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extractos metandlicos. En los otros extractos de NADES el efecto fue

similar al extracto metandlico.

Se observé un efecto de proliferacion celular con los extractos de T. diffusa
con NADES acidos. En el caso de las otras plantas, la viabilidad celular

fue ligeramente menor sin ser significativa.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Ampliar la diversidad quimica de los componentes de los NADES y evaluar
su desempeio en la extraccion de metabolitos secundarios de las plantas

estudiadas.

Identificar los compuestos extraidos por los diferentes NADES.

Realizar analisis cuantitativo de los metabolitos secundarios extraidos.

Probar los NADES utilizados en la extraccion de otras plantas de la region.

Probar los NADES acidos en la obtencion de extractos de otras plantas

con actividad antioxidante.
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* Determinar el mecanismo de proliferacion celular producido por los

extractos de T. diffusa por NADES acidos.
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