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Resumen

En el Valle de Tehuacan, Puebla la especie P. Jaevigata es uno de los
componentes principales de la vegetacion, ésta al igual que otras especies del
género, son de gran importancia ecologica ya que participan en la regeneracion de
suelos, la retencion de agua y en relaciones de nodrizaje. Ademas, algunas
especies del género son utilizadas para el tratamiento de enfermedades de
probable origen infeccioso. Estas actividades biolodgicas no han sido reportadas.

Los estudios quimicos del género Prosopis son escasos, los cuales se han
enfocado principalmente a los alcaloides que contienen las hojas y las vainas.
También se ha determinado el patron de flavonoides con fines quimiotaxonomicos,
sin embargo, no hay estudios fitoquimicos en Prosopis laevigata, por lo que los
objetivos de este trabajo fueron: aislar e identificar los principales metabolitos
secundarios y evaluar la probable actividad antibacteriana de esta especie.

Los metabolitos secundarios se aislaron mediante técnicas cromatograficas.
Posteriormente se realizaron los estudios espectroscopicos (IR, RMN'H, RMN'3C
y espectrometria de masas) necesarios para elucidar las estructuras.
Paralelamente, a los extractos se les evalud cualitativamente la actividad
antibacteriana, mediante la técnica de difusidn en agar. Ademas, se determino la
concentracidon minima inhibitoria (CM!) y la concentracidon bactericida minima
(CBM) de cada extracto activo, mediante la técnica de dilucion en caldo.

Los analisis efectuados mostraron que las hojas de P. /aevigata contienen pinitol,
sales de potasio, sacarosa, acido (-) trans-4-hidroxipipecolico, ceras y glucésido
de sitosterol. La actividad antibacteriana se detecto en las hojas, y los extractos
activos fueron los polares. La CM! en bacterias Gram positivas se encuentra entre
el intervalo de 10-40 png/ml y la CBM entre 20-80 pug/ml. En las bacterias Gram
negativas, la CMI se encuentra entre 1-200 ng/ml y la CBM entre 1-500 ug/ml. Los
compuestos activos no se pudieron identificar debido a su baja concentracion (sdlo
se obtuvieron trazas), son labiles y es probable que existan fenomenos de sinergia
que provoquen la actividad antibacteriana de los extractos polares.

X1 EERTPR RN




4. Introduccion

El Valle de Zapotitian se encuentra al sureste del estado de Puebla y zonas
adyacentes al noreste de Oaxaca, perteneciendo a la Provincia Fitogeografica de
Tehuacan-Cuicatlan. El Valle de Zapotittan se considera como una regién
semiarida. El clima seco que prevalece en la zona esta determinado, en gran
parte, por la influencia de la Sierra Zongolica que detiene los vientos humedos
provenientes del Golfo de México, formando una sombra de lluvia sobre el Valle

(Rzedowski, 1979).

La vegetacién del Valle de Zapotitlan es caracteristica de las zonas semiaridas
representada principalmente por matorrales y selva baja caducifolia. Una de las
especies dominantes en la regidn es la especie Prosopis laevigata, la cual

comunmente es conocida como mezquite.

Los mezquntes constituyen parte importante de la flora nacional, alcanzando el
red mmante en ciertas regiones. Tienen una amplia distribucion en

caracter:;
México, 3 e es puede encontrar cerca del nivel del mar, hasta altitudes

Garcié, A 936

El mezquite es el género mas ampliamente usado para preparar una variedad de
alimentos 'no convencionales en las zonas aridas de México. Con base en él, se
elaboran ‘diversos productos como la miel, piloncillo, pinole y harina (Villanueva,

1993):




El fruto y las flores del mezquite son de gran importancia como forraje. Igualmente
lo es su vaina (fruto), la cual es muy apreciada por la gente para alimentar a todo
tipo de ganado (Thomson, 1980; Ramirez, 1995). En lo referente al
aprovechamiento forestal, la madera del mezquite se considera de buena calidad y
de alto valor comercial. Esta lefia se recolecta para el autoconsumo, para la
elaboracién de carbon, muebles, artesanias, etc. (Galindo y Garcia, 1986).

Se ha reportado el uso medicinal del mezquite en el altiplano potosino en las
décadas de 1960 y 1970, donde los extractos acuosos y alcohodlicos mostraron
una marcada actividad antimicrobiana (Langford, 1969). En los estados de Sinaloa
y Zacatecas la especie Prosopis juliflora se emplea en el combate de la disenteria,
inflamacion de ojos y dolor de estomago (Aguilar et al.,, 1994). En Puebla, el
mezquite se utiliza para combatir la inflamacidn de la garganta, las infecciones de
las vias respiratorias, la inflamacién de ojos, la disenteria y como purgante.
(Espejel, 1980). También se emplea la goma excretada por el mezquite para
combatir enfermedades de la faringe y afianzar los dientes (Gomez Lorence et al.,

1970).

Los estudios fitoquimicos del mezquite son muy pocos, dentro de los cuales
encontramos el realizado por Mears y Mabry en 1971, en donde hacen una
revision de alcaloides en leguminosas y reportan la presencia de triptamina en P.

Jjuliflora y N-metil tiramina y prosopina en P. glandulosa.

Bragg en 1978, realizdé un estudio del patron de flavonoides en el complejo P.
Juliflfora, el cual comprende a las especies: P. glandulosa var. glandulosa, P.
glandulosa var. glandulosa x P. laevigata, P. glandulosa var. torreyana, P.
laevigata, P. velutina, P. articulata y P. juliffora. Este autor encontrd 21
flavonoides, algunos de los cuales se encontraban glucosilados. Estos
compuestos presentan similitud en todas las especies estudiadas.




Los alcaloides julifloricina (Ageel et al., 1989) y juliforina (Khurseed et al/., 1986),
aislados de Prosopis juliflora mostraron actividad antimicrobiana sobre bacterias
Gram positivas y sobre hongos dermatofitos. Ademas, estos fueron sometidos a
la prueba de Ames donde se encontré que no son compuestos mutagénicos.

El acido oleandlico aislado de hojas y ramas de Prosopis gandulosa fue
identificado como agente anti-VIH-1, en cultivos celulares (Kashiwada et a/.,, 1998).

El patron de flavonoides de la especie P. /laevigata es el Unico estudio quimico que
se le ha realizado, solo con fines taxonémicos, por lo que el propdsito de este

trabajo fue aislar e identificar los principales metabolitos secundarios y comprobar

las propiedades medicinales que se le atribuyen, evaluando la actividad

antibacteriana de la planta.
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2. Antecedentes

2.1. Género Prosopis

E! género Prosopis pertenece a la familia Leguminoseae y comprende 44 especies
distribuidas en el norte, centro y sur de América, Asia y Africa. Se puede encontrar
en paises con climas que van desde los secos hasta los tropicales. En Ameérica, el
principal centro de diversidad del género es Argentina, donde se encuentran 27
especies, de las cuales 14 son endémicas. El género se encuentra desde
Sudamérica hasta el suroeste de Estados Unidos (Figura1) (Rzedowski, 1988;
Lamarque,1998; Vazquez-Yarfez et al.,, 1999). A las especies de mezquite, se les
puede encontrar desde cerca del nivel del mar hasta altitudes de 2000 msnm,
aunque generalmente habitan regiones semiaridas y aridas (Espejel, 1980;

Villanueva, 1993).

En México, el género Prosopis se distribuye desde el estado de Sonora hasta el
de  Oaxaca, pasando por todos los estados del centro, este y oeste (Red
Latlnoamerlcana de Cooperacion Técnica en Sistemas Agroforestales, 1997). A
las especnes de Prosopis se les conoce con el nombre comuin de mezquite, el cual
se. derlva del nahuatl “mizquitl”, que significa corteza utilizada para curtir (Vazquez-
Yanez et al.; 1999).

Los mezquntes constltuyen parte importante de la flora nacional, cubriendo una
supert”c:e ‘a onumada de 4,092,178 hectareas, en diecisiete estados de Ila

En‘_clertas regiones (donde existen suelos profundos), los mezquites
vegetacion

predominante

elemento




En Méx'iéro,ﬁeil complejo mezquite comprende las siguientes especies autdoctonas:
P. palmer‘i} P. reptans var. cineroscens, P. pubescens, P. articulata, P. laevigata,
P. tamadlfpana, P. velutina, P. juliflora, P. glandulosa var. tipica, y P. glandulosa
var. torreyana (Rzedowski, 1988).

,P;'Iaé\}igata, es el mezquite tipico del centro de México. Se distribuye desde el
eéta'do', de Sonora hasta el de Oaxaca, se puede encontrar principalmente entre
» Vldsi1>800 y 1900 msnm. Se presenta en forma de arboles con alturas de 6 a 7 m,
asi fép“r‘no en forma arbustiva de 2 a 3 m. De su madera se fabrican puertas,
mOé'bl'es"y carretas, se emplea también como combustible y sus frutos se usan
) corryiq\‘ forraje para ganado (Espejel, 1980; Canta, 1991).




2.1.1. Utilizacién del mezquite como alimento

£l mezquite se emplea para el consumo humano como fruta fresca y se elaboran
diversos productos como la miel, piloncillo, pinole y harina para dulces, galletas y

panes (Villanueva, 1993)

En el estado de Guanajuato se preparan bebidas a base de un cocimiento de las
vainas de mezquite, las cuales una vez cocidas se les exprime la savia y se les
agrega agua. Esta bebida puede tomarse fria y se le denomina agua de mezquite,
o también se puede combinar con atole de masa llamandose mezquiatole (Gémez
Lorence et al., 1970; Vazquez-Yariez et al., 1999).

El mesocarpo de las semillas contiene 13.36% de azucares, principalmente
sacarosa (Galindo y Garcia, 1986). El interior de la semilla contiene de 2.5 a 6.6%
de lipidos con una alta proporcion de acido linoleico. En lo referente a proteinas se
reporta un rango de 29.2 a 69.8% y de cenizas de 3.1 a 4.6% (Lamarque y

Guzman, 1997).

La vaina se consume como fruta fresca (Figura 2), o en su propio almibar. Si se
muele el mesocarpo de la vaina se obtiene pinole o harina, con el que se elaboran
queso, piloncillo y atole. Este ultimo también se puede preparar a partir de los
frufto,s“,s‘e'y' o‘s‘;’hervidos con agua. La harina es considerada un buen componente

‘por’su. valor nutritivo y su sabor dulce, aunque es deficiente en
metyid‘nihya.«y'g'cisteina, (Galindo y Garcia, 1986; Villanueva, 1993). Ademas, del

néctar de las flores se produce miel de muy buena calidad.

El tro.r_ico <c’iel’mezquite secreta dos tipos de gomas. Una que exuda del centro, la
cual es:liquida de color negro o pardo y sale espontaneamente, dando a la
corteza un aspecto de madera carbonizada (Espejel, 1980). La otra es una




goma ambarina de consistencia suave y sabor dulce, cuyas propiedades fisicas y
quimicas son parecidas a las de la goma arabiga, que se obtiene de Acacia
senegal (Churms et al., 1981; Barajas-Aceves y Dendooven, 2001).

Figura 2. Vainas del mezquite Prosopis laevigata.

Las diferencias entre la goma del mezquite y la goma arabiga radican en la
composicion de carbohidratos. La goma de P. juliflora es una sal neutra de un
polisacarido acido altamente ramificado, constituido por L-arabinosa, D-galactosa,
acido 4-O-metil-D-glucoronico y L-ramnosa, en relacion molar 2:4:1. En contraste,
en la goma arabiga el acido D-giucoronico no esta metilado y la relacion molar es
4:2:1:1 (Monroy, 1988). También se ha determinado que la goma de Prosopis
tiene otros azucares, dentro de los cuales se encuentra principalmente el

arabinogalactano, ramnosa, xilosa, fucosa y acidos galacturonicos (Espejel, 1980;

Harborne y Baxter, 1993).

La composicion de aminoacidos se determind en la goma secretada por las
siguientes especies: Prosopis alba, Prosopis torreyana, Prosopis chilensis,
Prosopis glandulosa, Prosopis laevigata y Prosopis velutina. Encontrando
proporciones altas de hidroxiprolina, prolina y serina (62.5%) en todas las especies

(Anderson et al., 1985).




La goma del mezquite puede sustituir de forma exitosa el uso de la goma arabiga
“en la elaboracion de emulsiones, ya que son mas estables que las elaboradas con
la goma arabiga. También se pueden elaborar microcapsulas de aceite por el
método de conservacion compleja. Estas microcapsulas se emplean en la
produccidon de alimentos, puesto que evitan la oxidacion de aceites comestibles.

Otra ventaja del uso de la goma del mezquite es que en la elaboraciéon de

emulsiones concentradas, la cantidad de goma de mezquite necesaria es menor a
la empleada con la goma arabiga. Ademas, se considera que en el mezquite

existe la capacidad potencial para satisfacer los requerimientos del mercado

nacional (Goycoolea, 1997).
2.1.2. Uso forrajero del mezquite

El fruto y las flores del mezquite (Figura 3) son de gran importancia como forraje al
igual que la vaina (fruto) que es muy apreciada por la gente para alimentar todo
tipo de ganado (Thomson, 1980; Ramirez, 1995). Esta vaina se almacena para
usarla durante los periodos de sequia, sin embargo, la ingesta de las vainas
enteras conduce a un subaprovechamiento del contenido proteinico de la semiila,
puesto que la mayor parte de estas pasan por el tracto digestivo de los animales
sin ser aprovechadas. Por tanto es recomendable molerlas para formar harina y de
esta forma pueda ser aprovechada mas eficazmente por el ganado (Goémez
Lorence et al., 1970; Galindo y Garcia, 1986; Villanueva, 1993).

Otro factor que puede conllevar al subaprovechamiento de los nutrientes de las
hojas del mezquite son los taninos que se encontraron presentes en las hojas de
Prosopis cineréh‘a. Este tipo de compuestos tienen un efecto inhibidor sobre la
celulasa de rurfniéntes (Kumar et al., 1992). Debido a lo anterior, la digestién de las

hojas de mezquite no puede realizarse de forma adecuada.
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Figura 3. Vainas y hojas de Prosopis julifiora var glandulosa.

2.1.3. Uso forestal del mezquite

Las formas de aprovechamiento forestal del mezquite son muchas, sin embargo,
han sido continuas e irfracionales por lo que las zonas de los mezquitales han
disminuido considerablemente. Ademas, en algunas zonas se consideran a los
mezquitales como malezas, debido a que compiten con las especies forrajeras, lo

que ha causado su tala inmoderada.

La disminucion de las zonas de mezquitales es notable. La SEMARNAP realizd un
estudio para determinar la tasa de deforestacion estimada para los diferentes tipos
de vegetacion. Se consideraron los cambios en la cobertura de la vegetacion
durante el periodo de 1973 a 1996. Se encontré que los mezquitales tienen una
tasa de deforestacion del 1.1%. Lo anterior implica que se ha perdido el 1.1% de
este tipo de vegetacion de forma anual. Esto coloca a los mezquitales entre los
seis tipos de vegetacion que se encuentran en mayor riego en el pais (Arriaga,

SEMARNAP).

La lefia del mezquite es muy apreciada por su calidad y valor comercial. Esta lefia
se recolecta para el autoconsumo, para la elaboracion de carbon, muebles,




ademas se emplea para elaborar postes y durmientes
Cavazos, WWW.

puertas y ventanas,
(Galindo \ Garcia, 1986;

inifap.conacyt.mx/progs_ a/forestal/prog_mezquite.html).
2.1.4. Importancia ecolégica del mezquite

El mezquite es un elemento dominante en muchas zonas aridas y semiaridas de
México y se localiza principalmente en suelos de aluvion (suelos profundos). Los
mezquitales sirven como habitat y alimento para una amplia gama de mamiferos,
aves e insectos. Ademas, por su capacidad de retencion de suelos, las especies
de mezquites se recomiendan para regenerar suelos degradados ya que
incrementan la mineralizacion de carbono y nitrogeno (Barajas-Aceves vy
Dendooven, 2001). También se ha encontrado que el suelo que se encuentra
debajo de la copa del mezquite, acumula materia organica, la cual favorece el
establecimiento de microorganismos y los nutrientes necesarios para la vegetacion
pionera (Reyes-Reyes et al., 2001). También se sabe que los mezquitales
previenen la erosién de los suelos, protegen las cuencas hidrograficas y son
elementos susceptibles al manejo integral de las regiones aridas (Gomez Lorence

et al.,, 1970).

Los mezquites son resistentes a la sequia y pueden crecer en suelos pobres, ya
que soportan suelos salinos (3.2% de NaCl) y suelos alcalinos. En lugares que
tienen suelos alcalinos los mezquites se han empleado para reforestarlos, ya que
disminuyen el pH. Los mezquites también son tolerantes al estrés hidrico y a
temperaturas altas. En contraste, algupas especies de mezquites son

susceptibles a las heladas (Vazquez-Yafnez et a/l., 1999).




2.1.5. Usos del mezquite en la medicina tradicional

Los extractos acuosos y alcohdlicos fueron usados por los habitantes del altiplano
Potosino en las décadas de 1960 y 1970 como elementos antimicrobianos. Sin
embargo, no mencionan la parte de la planta empleada, ni la forma de uso.
(Langford, 1969). En Sinaloa y Zacatecas la resina en cocimiento de Prosopis
juliflora se emplea para el combate a la disenteria, la inflamacion de ojos y el dolor

de estdmago (Aguilar et al., 1994). También se reporta util para curar las
enfermedades de la garganta y las infecciones de los ojos. Las flores en coccion y
la corteza de la raiz se utilizan como vomitivo y purgante (Vazquez-Yariez et
al.,1999)

En el Valle del Mezquital la goma excretada por el mezquite es colectada y
utilizada para combatir enfermedades de la faringe y para afianzar los dientes
(Gomez Lorence et al., 1970). Ademas, se emplea para combatir la inflamaciéon de
la garganta, las infecciones de las vias respiratorias, la inflamacion de ojos, contra

la disenteria y como purgante (Espejel, 1980).

2.1.6. Antecedentes fitoquimicos y actividad biologica del género

Prosopis

En un estudio sobre la distribucion de alcanos en el aceite de las semillas de
leguminosas y dentro de las cuales se encontraban siete especies de Prosopis de
diferentes localidades (P.alba, P. nigra, P. ferox, P. caldenia, P. kuntzei, P.
flexuosa y P. argentina), se encontré que la mayoria de las especies tienen el
33% de n-hexadecano y 26% de n-octadecano. No se encontrd variacion con

respecto al patron de alcanos entre las diferentes especies de Prosopis

(Lamarque, 1998).
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‘En 1971 Mears y Mabry, hacen una revision de alcaloides de leguminosas y
réportan la presencia de triptamina (1), tiramina (2), 5-hidroxitriptamina (3), en P.
Jjuliflora y N-metil tiramina (4) y prosopina (5) en P. glandulosa. En P. nigra (Moro y
Coussio, 1975) encontraron el=zagenina. En general las hojas jovenes tienen
aproximadamente 1.8% de alcaloides los cuales disminuyen con la maduracion de
las hojas.

NH2 H2
o w i e
N
] N
Triptamina (1) Tiramina (2) 5-H?droxitriptamina 3)

CH3

‘mo‘straron actividad antimicrobiana, siendo la

hhi’bito”‘rﬁi'?af'f(CMl)'de 1 pg/mli, en las cepas Staphylococcus

contraste ‘en ‘_la"s‘“"‘ce\p'as S. fecalis, S. pneumoniaes, S. lactis, Corynebacterium
diphtheriaé, C. hofmanni y Bacillus subtilis, la CM! fue de 5 ng/ml. Estos alcaloides

no mostraron actividad contra las cepas Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus,




Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Vibrio, Candida y contra los virus
Herpes simplex 1 y Newcastle. En lo referente a la actividad sobre hongos
dermatofitos, (Harbone y Baxter, 1993) determinaron que la CM! fue de 1.5 png/mi
en varias cepas de Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton. Ademas estos
alcaloides fueron sometidos a la prueba Ames, cuyos resultados mostraron que no

son compuestos mutagénicos.

H Jutifloricina (6) H Juliforina (7)

En Ias especnes estudiadas de Prosopis los alcaloides constituyen un pequefio
subgrupo de tipo lipidico, los cuales tienen el esqueleto 2,6-disustituidos-3-
plpendlhol Estos compuestos han sido aislados de las hojas y de las vainas de
varlas especnes de Prosopis y se ha determinado que poseen propiedades
antlblotlcas y anestésicas (Koulocheri y Haroutonians, 1999). También se han
réalizado ensayos de union de los alcaloides al ADN mediante técnicas de HPLC,

los cuales mostraron una buena capacidad de retencién en la elucién del DNA, por

lo 'q'ue"s‘e‘ les podria considerar como buenos antitumorales (Tapia et al., 2000).

en 1978, realizé un estudio sistematico de los patrones de
flavonondesA en el complejo Prosopis juliflora, el cual comprende a las especies
Prosopl_s glandu/osa var. glandulosa, P. glandulosa var. glandulosa x P. laevigata,
Prosopis glandulosa var. torreyana, P. laevigata, P. velutina, P. articulata y P.
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juliffora. En este estudio encontré que no hay diferencias en la quimica de
flavonoides dentro de las especies que forman el complejo P. julifliora.

En las vamas de P _/u//ﬂora se han aislado glucodsidos del acido elagico, los cuales
contlenen ramnosa en ‘el C1 Y glucosa en el C4 (Malhotra y Misra, 1981a, 1981b).
> 6 el glucésido del 3-metiléter kaempferol, y retusina

El pnncupal constltuyente de la-goma de Prosopis flexuosa es la catequina (73%),
la cual posee un efecto protector contra la lipidoperoxidacion de ias membranas
celulares. Ademas, la goma de esta especie también contiene acido galico y acido

elagico (Tapia et al., 2000).
2.2. Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.C. Johnston
2.2.1. Zapotitian Salinas

El Valle de Zapotittan se encuentra ail sureste del estado de Puebla y zonas
adyacentes al noroeste de Oaxaca. Es considerado como una regién semiarida y
la condicidon de sequia que prevalece en la region es consecuencia del efecto de

sombra de lluvia, ya que la Sierra Madre Oriental forma una barrera que dificulta el

2




paso de los vientos humedos provenientes del Golfo de México. Ademas, por su
ubicacidon dentro del tropico seco mexicano, el Valle presenta un clima seco, con
lluvias en verano donde la precipitacion es mas estacional y predecible a
diferencia de los desiertos del norte de México. La férmula climatica reportada
para la estacion meteorologica Zapotitlan-Salinas es Bsohw(e) gw", de acuerdo

con la clasificacion de Képen modificada por Garcia (Barrera, 2001).

Los suelos del Valle son someros, pedregosos, halomoérficos, con diferentes
estados de alcalinidad y salinidad, entre los que destacan por su importancia los
litosoles, cambiosoles calcicos y xerosoles calcicos. Ademas, en los sitios donde
se acumula el aluvion, predominan las rendzinas y en segundo plano el vertisol
pélico y el regosol calcarico. Hacia el oeste del Valle predominan el regosol eutrico

(Barrera, 2001).

Las zonas de suelos aluviales profundos, localizados a lo largo del Rio Salado
mantienen un tipo de bosque espinoso perennifolio (también llamado mezquital), el
cual esta dominado por arboles de P. /laevigata (Garcia, 2001).

La zona del Valle de Zapotitlan Salinas fue decretada Area Natural Protegida
sujeta a conservacion ecologica de acuerdo a la publicacién del Diario Oficial de la
Federacion de diciembre de 1985. Asimismo en septiembre de 1998 el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, donde queda incluido el Valle de Zapotitlan Salinas fue
decretado reserva de la bidsfera. Estos decretos evidencian la importancia de
estudios que permitan tanto la conservacién de la diversidad biolégica, asi como

el aprovechamiento integral de los recursos de la zona.

En Zapotitlan, Prosopis laevigata se emplea principalimente como forraje y
combustible (Paredes, 2001). También se utiliza contra el malestar producido por
la ingesta excesiva del alcohol, para ello se hierve un trozo de corteza, junto con
una o dos plantas de paztle (Ti/landsia recurvata) (Ramirez, 1995).
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2.2.2. Descripcion morfolégica de la especie

P. laevigata (Tabla 1), es un arbol hasta de 13 m de altura. Su tronco por lo
general mide de 30 a 60 cm de diametro. Su corteza es gruesa, de color café
negruzco, algo fisurada. La copa es mas ancha que alta, las ramas son glabras o
pilosas, armadas de espinas estipulares de 1 a 4 cm de largo (Figura 4). Las hojas
son pecioladas, con uno a tres pares de pinnas, cada una con 10 a 20 pares de
foliolos sésiles, oblongos o linear oblongos, de 5 a 15 mm de largoy 1 a 2 mm de
ancho. El apice es obtuso, de margen entero y con base obtusa.

Figura 4. Ejemplar de herbario de P. laevigata

Las flores son hermafroditas, dispuestas en espigas densas de 5 a 10 cm de largo,
blanco-amarillentas, sésiles o casi sésiles; caliz de 1 mm, glabro o puberulento. la
corola es de 2.5-3 mm de largo; pétalos agudos, estambres de 4 a 5 mm de largo.
El fruto es linear de 7 a 20 cm, de color café amarillento, a veces rojizo, algo
constrefiido entre las semillas. Semillas oblongas, comprimidas de 8 a 10 mm de
largo y color blanco-amarillento (Rzedowski, 1979; Villanueva, 1993).
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Division - » Spermatophyta

Clase. . g ‘| Angiospermae
Subclase e ; Dicotyledoneae
Série “V Apetaleae
Féfﬁiiia ; Leguminoseae
Subfémiliat : Minﬁosoidae
Género Prosopis
Especie P. laevigata

Tabla 1. Clasificacidn taxondmica de Prosopis laevigata.

2.2.3. Distribucioén

El mezquite tipico del centro y sur de México se encuentra en tres zonas: la
altiplanicie, la depresidén del Balsas y la planicie costera nororiental, las cuales se
encuentran separadas por cadenas momntafiosas. Esta distribucion indica la

antigiedad de la especie, que debe remontarse a €épocas en que las montafnas no
obstaculizaron su dispersion (Figura 5) (Rzedowski, 1988).

Esta especie se desarrolla en suelos profundos en las orillas de los rios y arroyos,
asi como en los valles, en donde alcanza un mayor porte. Al presentarse en
terrenos mas delgados en las laderas, el tamarfio de los individuos de esta especie
es mas reducido, lo que indica que para su desarrollo requiere de cantidades
considerables de agua y suelo profundo. La floracidn se presenta en los meses de
extrema sequia, es decir de marzo a mayo. La produccion de las vainas (frutos),
se presenta en los meses de octubre a diciembre, aunque se presentan
variaciones dependiendo de la ubicacién geografica y de las condiciones
climaticas (Cantu, 1991; Red Latinoamericana de Técnica en Sistemas, 1997).




Figura 5. Distribucién de P. laevigata (@) y P. juliflora ( 8), no se incluyen localidades en las cuales

P. juliflora es introducida (Rzedowski, 1988).
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2.2.4 Antecedentes fitoquimicos de P. laevigata

La especie P. laevigata secreta dos tipos de goma, una es empleada como
sustituto de la goma arabiga y otra goma de color negro o pardo. Esta ultima goma
contiene el 22.12% de taninos y se emplea tanto para tefir el pelo como para

elaborar pinturas o tintas (Espejel 1980).

El unico estudio quimico de Prosopis laevigata fue realizado en 1978 por Bragg
letal.., en el cual se aislaron de las hojas los siguientes flavonoides: apigenina (9),
Iuteolina (10), el glucdsido 6,8-di-O-apigenina, glucdsido 7-O-chrisoeriol, glucosido
7-O-luteoclina, metil éter 3-O-kaempferol, metil &ter 3-O-quercetina (11), glucdsido

3-O-isorhamnetina, rutindsido 3-O-isorhamnetina, rutindsido 3-O-quercetina,

diglucésido 3-O-quercetina.

T
OH: - =" L uteolina (10)

~OCH;

' 3-O-O’uer¢etina (11)
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No hay estudios sobre la actividad biologica de los flavonoides y de otros

metabolitos secundarios presentes en la especie P. laevigala.
2.3. Zonas aridas y defensas de las plantas

Las plantas en las zonas aridas y semiaridas frecuentemente se encuentran en
condiciones de estrés, debido a condiciones ambientales, que pueden ser factores

abiodticos o bioticos. Dichos factores afectan el desarrolio de las plantas alterando

su desarrollo, crecimiento y productividad.

El estrés por factores abidticos es causado por un déficit o exceso de un factor
ambiental fisico o quimico, por ejemplo: altas o bajas temperaturas, falta de agua,
o el exceso de sal, contaminantes, etc.; y a factores bidticos, los cuales son
producidos por el ataque o la influencia de otros organismos, como pueden ser
virqs‘;f;bacterias, hongos, invertebrados, herbivoros e incluso de otras plantas

(Bray, 1997).

Las respuestas bioquimicas de las plantas al estrés abiodtico se mencionan en la
Tabla 2. Cada respuesta involucra uno o mas cambios en la bioquimica de Ila
planta, que generalmente radican en utilizar una via metabolica alterna (Harborne,

1997).
2.3.1. Osmolitos en el estrés hidrico

Las plantas de las zonas aridas y semiaridas estan sometidas a estrés hidrico por
lo que tienen diferentes mecanismos de adaptacién, los cuales se pueden agrupar
en tres grandes categorias: a) la proteccion de membranas celulares y proteinas
mediante el aumento en la sintesis de osmolitos o solutos compatibles, b) la
reparacién del dano celular por proteinas chaperonas, c) la actividad de canales y
el secuestro de jiones; aunado a lo anterior, también tienen que reparar el dafio

celular mediante la degradacion de proteinas y toxinas; ademas, las plantas

|
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necesitan sintetizar metabolitos para la proteccion de otro tipo de estrés debido al
ataque de diversos patogenos (Muioz-Clares, 1994; Bray, 1997; McManus et al.,

2000).
Tipo de estrés Respuesta Bioguimica
Altas temperaturas Metabolismo Cag,.

Troépicos y subtropicos Respuesta rapida: Proteinas de choque térmico.

Metabolismo acido de Crassulaceas.
Incremento en la producciéon de acido abscisico.

Desecacion (estrés hidrico)

Desiertos
incremento en los niveles de prolina o pinitol.

Bajas temperaturas Acumulacion de azucares o polioles.
Sintesis de proteinas anticongelantes.
Incremento en la proporcion de acidos grasos

insaturados.

Salinidad Ajustes del potencial osmdtico por acumulaciéon

de solutos.

Metales pesados Modificacién de enzimas en la superficie de las

raices.
Acumulaciéon /detoxificacion de quelatos.

Tabla 2. Respuestas bioquimicas de las plantas a diferentes condiciones de estrés
ambiental (Harborne, 1997).

Los osmolitos son solutos que se pueden acumular en el interior de la célula y de
esta forma protegen la turgencia celular que mantiene el potencial osmaoético, sin
alterar las funciones celulares (Bray, 1997; McManus et al,, 2000). Estos osmolitos
elevan la temperatura de desnaturalizacidon de las proteinas globulares, favorecen
la interaccion entre las subunidades de las proteinas, evitan la inhibicion de
actividades enzimaticas causadas por sales inorganicas y protegen los efectos
nocivos de las bajas temperaturas (Munfoz-Clares, 1994).




L.os compuestos de amonio cuaternario (glicina-betaina), los aminoacidos (prolina)
y los azucares alcohol o ciclitoles (mioinositol y pinitol) son los osmolitos mas
comunes (Ford, 1984; Fougere et al., 1991; Adams et al.,, 1992; Clares, 1995;
Bray, 1997; Changxin, 1997; Loewus y Pushpalatha, 2000; McManus et al., 2000).

Los aminoacidos y otros compuestos nitrogenados solubles, participan como
precursores de enzimas y acidos nucleicos en el metabolismo de las plantas como
productos primarios en la asimilacion de nitrégeno inorganico. También participan
en la respuesta metabdlica a diferentes tipos de estrés tales como aita salinidad,
deficiencia de minerales y estrés hidrico (Stewart y Larher, 1980).

En el caso del estrés por alta salinidad se ha determinado la acumulacion de
aminoacidos, iminoacidos y otras aminas en las plantas. Se han realizado estudios
comparando la produccion de compuestos nitrogenados en plantas crecidas en
condiciones normales y posteriormente sometidas al estrés salino. Los resultados
muestran que las plantas crecidas en condiciones normales de cloruro de sodio
presentan niveles bajos de prolina, pero al aumentar experimentalmente la
concentracion de la sal se observa la acumulacidn de prolina, acido pipecédlico,
acido 5-hidroxipipecdlico, glicina betaina y p-alanina-betaina (Stewart y Larher,

1980; Fougere et al., 1991).

Las deficiencias de minerales en las plantas, tienen como respuesta el aumento
de compuestos nitrogenados de forma especifica. Por ejemplo, cuando hay bajos
niveles de molibdeno, se aumenta la concentracion de glutamina y asparagina. En
contraste, cuando la deficiencia es por magnesio y por cloro, se acumula
putrescina, diamina, prolina y acido pipecdlico (Stewart y Larher, 1980).

Cuando baja el potencial hidrico en las hojas, se presentan cambios en la

concentracién y composicion de Ila fraccion soluble de los compuestos

nitrogenados, sobretodo en el contenido de prolina, la cual puede llegar a

acumularse hasta 200 veces mas que en las plantas no sometidas a estrés
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hidrico. Otros aminoacidos aumentan en menor proporcion y estos cambios se
han relacionado con la inhibicion de la sintesis de proteinas y el aumento de la

proteolisis (Stewart y Larher, 1980; Fougere et al., 1991).

Los ciclitoles tienen diversas funciones en el metabolismo de las plantas, dentro
de las cuales podemos destacar el transporte y almacenamiento de los azicares
que son producto de la fotosintesis. También estos tienen una funcion como
osmolitos, en este punto destaca la funcion del pinitol (Ford, 1984; Fougere et al.,
1991; Adams et al, 1992; Bray, 1997; Changxin, 1997; Loewus y Pushpalatha,
2000; McManus et al.,, 2000). Se ha determinado que las plantas que crecen en
medios salinos, presentan altos niveles de pinitol en las hojas, de igual manera
que en las plantas sometidas a estrés hidrico. Ademas, se ha observado que el
aumento de la salinidad induce la expresion de genes involucrados en la sintesis

de pinitol (Bieleski, 1994; Loewus y Pushpalatha, 2000).
2.3.2. Metabolitos Secundarios

En las plantas existen dos tipos de metabolismo el primario y el secundario. Ei
primero se caracteriza por la sintesis en grandes cantidades de proteinas, lipidos,
glucidos, acidos nucleicos, clorofilas, citocromos e intermediarios metabdlicos de
vias anabdlicas y catabodlicas, las cuales son comunes en todas las plantas. Estas
biomoléculas estan encargadas del crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la
planta (Heldt, 1997). En contraste, existen una gran variedad de sustancias
denominadas metabolitos secundarios que se producen en pequefias cantidades y
que aparentemente no tienen una funcion metabdlica pero son indispensables
para las plantas ya que realizan diversas funciones ecoldgicas (Heldt, 1997; Wink,

1999).




Entre estas funciones (Figura 6) destacan ta atraccion de insectos polinizadores o
animales que consumen los frutos y distribuyen las semillas, ademas tienen un
efecto alelopatico, puesto que sirven para la defensa de la planta contra el ataque
de bacterias, virus, hongos, herbivoros, e incluso sirven para inhibir la germinacion
de otras plantas competidoras (Harborne, 1997; Heldt, 1997; Wink, 1999;
Hammond-Kosak, 2000). En muchos casos cumplen las dos funciones, por
ejemplo los antocianos que pueden atraer insectos a las flores, pero ademas, en
las hojas, tienen actividad antimicrobiana y ofrecen también proteccion contra la

luz ultravioleta (Wink, 1999).

Defensa Defensa
+Plantas competidoras: +Microbios: Inhibicion
inhibicion de la del crecimiento y
germinacion y el toxicidad.
crecimiento Metabolitos Secundarios

~
/|

+Mezclas.

+Variacion en tiempo, espacio y
estado de desarrolio.
*Activacion de compuestos de
defensa prefabricados.
*Compuestos de defensa

-
"\

Atraccion

. Defensa
+Herbivoros:
repelentes,
toxicidad.

inducidos

Proteccion
contra la
irradiacion UV

+Insectos
polinizadores
+Dispersion de
semillas por
animales .
+Proteccion de
insectos
especializados, etc.

Figulfa 6. Funciones de los metabolitos sequndarios de plantas (Modificada de Wink, 1999).
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Las plantas son resistentes a muchos patogenos diferentes. Al ser sésiles, estas
han desarrollado estrategias que les confieren cierta tolerancia a microbios y
herbivoros. Muchas emplean la proteccion morfologica y mecanica tales como los
pelos y las espinas. Otras desarrollan también la proteccion quimica por lo que
producen una gran variedad de metabolitos secundarios (Harborne, 1997).

Los metabolitos secundarios los podemos agrupar por su composicion quimica en
compuestos libres de nitrogeno (terpenos, policétidos, saponinas y poliacetilenos)
y compuestos que contienen nitréogeno (alcaloides, aminoacidos no proteinicos,
aminas, glucdsidos cianogénicos y glucosinolatos) (Harborne, 1997; Wink, 1999).

En la mayoria de las plantas, la sintesis y la acumulacion de metabolitos

secundarios son reguladas en espacio y tiempo (Figura 7), lo cual significa que se
acumulan los compuestos en los sitios especificos para defender a ila planta.

También se ha demostrado que después de una herida o una infeccion se

desarrollan varios eventos que conllevan a la liberacion de metabolitos

prefabricados que son modificados por enzimas, para dar origen a nuevos

compuestos con actividad alelopatica (Kinghorn, 1992; Wink, 1999).

Inhibicién

Q\E
Metabolismo secundario:

Herida Activacion de compuestos
prefabricados
Planta
g Incremento de los compuestos de
Infeccion reserva

Microorganismo ,nhibicién

Figura 7. Ejemplos de la defensa quimica inducida en plantas.
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La aplicacion biotecnolégica de los metabolitos secundarios es amplia. Por

ejemplo, se emplean en la obtencidon de biopesticidas, fragancias, especies y
compuestos con una actividad farmacolégica determinada como antiinflamatorios,
analgésicos, antibacterianos, antifungicos, etc. Estas aplicaciones explican, al

menos en parte, la efectividad de muchas plantas medicinales (Figura 8).

Plantas con
metabolitos

secundarios
( Propiedades:
/ Analgésicas
antiinflamatorias
Antibacterianas
Extractos . antidepresivos
Pnn(.“p'os —_—> " Fitoterapia JI < antifangicos
activos antivirales
/ \ antiparasitarios
/ \ Estimulantes cardiotonicos
alucindégenos \ expectorantes

diuréticos, etc..

Tinturas l Venenos l LFraganciaJ
naturale

Figura 8. Aplicacién de los metabolitos secundarios en la biotecnologia.

Las plantas medicinales son empleadas basicamente en dos formas: 1) como
mezcias complejas que contienen un amplio nimero de constituyentes (infusiones,
tés, aceites esenciales, tinturas, extractos, etc.) y 2) como compuestos quimicos
definidos como principios activos (Avila, 1996), que en muchos casos, son los
constituyentes principales de los farmacos empleados en la medicina alépata.
Ademas, estos sirven como base en la investigacidén y sintesis de nuevos

farmacos (Cordell, 2000) .




2.3.3. Antimicrobianos de origen vegetal

Actualmente se han realizado numerosas investigaciones sobre antimicrobianos
de origen vegetal, por lo que se conocen una gran cantidad de compuestos
quimicos de casi toda la escala filogenética vegetal, desde briofitas (Asakawa,
1990) y liquenes (Trace y Evans, 1993), hasta monocotiledoneas y dicotileddneas.
Sin embargo, existen muy pocos estudios que inciden en el conocimiento de los
mecanismos de accion de los compuestos activos (Bruneton, 1991). Entre los
pocos compuestos, cuyo mecanismo de accidon ha sido documentado, se

encuentran los siguientes:
A) Flavonoides.

Los flavonoides inhiben, la sintesis de ADN o ARN bacteriano por su intercalaciéon
entre las bases de la doble hélice, ya que estos compuestos tienen una estructura
similar a las bases puricas y pirimidicas. Los flavonoides ademas poseen la
capacidad de formar puentes de hidrégeno con las bases nitrogenadas (Mori et al.,
1987).

B) Taninos.

La actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a que interactdan con la
membrana@:elular, se acoplan a metales y por su accidon astringente. Los taninos
inhib‘e‘.'n'i bél_t‘i'ansporte electronico en las membranas bacterianas, causando un
efeétoyflyétélf"efn los microorganismos (Konishy, 1987). Por otro lado, también este
tipo ‘de '6ompuestos pueden causar la muerte bacteriana al formar complejos
metal—taninoy.‘f que hace inaccesibles los metales en la célula e impiden el

adecuado funcionamiento celular. La astringencia se debe a que los taninos se




unen a las enzimas bacterianas, formando asi, complejos insolubles, impidiendo

el adecuado crecimiento bacteriano (Scalbert, 1991).

B) Lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas que poseen actividad antibacteriana son las que presentan grupos
a-metileno, y-lactona y carbonilo a, B-insaturado. Estos grupos representan sitios
reactivos para nucledfilos, en particular grupos tiol y amino, los cuales son
esenciales para algunas funciones enzimaticas, puesto que en muchos casos,
estos grupos, conforman el sitio activo de la enzima, o ayudan a mantener la

conformacion de las enzimas (Fisher, 1991).




3. Hipotesis
Las especies del género Prosopis son emplcadas por la medicina tradicional para
el tratamiento de enfermedades infecciosas, de la garganta y de los ojos, entonces

los extractos de las diferentes partes de la planta deben tener actividad
antibacteriana, puesto que contienen metabolitos con dicha actividad biologica.

4. Objetivos

4.1. Objetivos Generales

< Aislar e identificar los principales metabolitos secundarios de Prosopis

laevigata.

<+ Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de Prosopis

laevigata.
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4.2. Objetivos Particulares

03
e

Obtener extractos de diferente polaridad a partir de las hojas, raiz y tallo de P.

laevigata.

Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad antimicrobiana de cada
extracto.

Aislar y purificar los principales componentes de cada extracto.

Elucidar la estructura de los principales metabolitos secundarios aislados de P.
Iaevigata mediante los estudios espectroscépicos y quimicos necesarios.

Determinar de la actividad antimicrobiana de forma cualitativa y cuantitativa de
los’ compuestos aislados.




5. Metodologia

5.1 Trabajo de campo
5.1.1 Descripcion de Zapotitlan Salinas, Puebla

Los individuos de la especie Prosopis laevigata se colectaron en Zapotitlan Salinas
en el Valle de Tehuacan. Esta localidad se ubica en la region meridional del
sureste del estado de Puebla, entre los 17°30' y 19° de latitud norte y entre los 97°

y 98° de longitud oeste.

El Valle de Zapotitlan se encuentra dentro de los paralelos 18°07°18" y 18°26°00""
de latitud norte, los meridianos 97°19°24°" y 97°39°06°" de longitud oeste. Tiene
‘una’ superficie de 86.74 Km? Se encuentra limitado por las mas altas
prominencias de la Sierra de Zapotittdn como son las Sierras de Miahuatepec y
Atzingo al este, los Cerros Pajarito y Chacateca al norte, Cerro Corral de Piedra al

sury el Cerro la Mesa al Oeste.

La orientacién del Valle de Tehuacan es en general nor-noreste y sur-sureste.
Tiene una extensnon aproximada de 170 Km de largo, por 40 Km de ancho. Al
noroeste colmda con el Cerro de Tlacotepec y al sur con la Mesa Central. Al
suroeste esta' llmltado por Ia Sierra de Zapotitlan (Zavala, 1980).

La vegetaciéni del:Valle: de Tehuacan esta relacionada con la altitud y sus
cara te,r‘isti‘cas ambientales. Por arriba de los 1800 msnm, se

consedUehte
‘ e ‘de pino-encino, mientras que por debajo de esta cota
yeﬁ'tra el matorral espinoso con cactaceas columnares. Este
egetacion, presenta variacié= en sus asociaciones vegetales, de

acuerdo lé‘cdmbinacién de varios factores abioticos como altitud, precipitacion,

tipo de suelo y drenaje (Zavala, 1980).
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La aridez del Valle de Tehuacan esta determinado en gran parte por la Sierra
Zongolica que detiene los vientos humedos provenientes del Golfo de México, al
formar con sus crestas de hasta 2600 msnm una sombra de lluvia sobre el valle.
la humedad del Golfo atraviesa la cima de la Sierra, la

Aunque parte de
la zona mas seca la de los

precipitacion decrece progresivamente, siendo
alrededores de Tehuacan y la Sierra de Zapotitlan (Zavala, 1980).

El clima del Valle de Zapotitlan corresponde de acuerdo a la clasificacion de
Képen modificado por Garcia (1973) a Bsohw(e) gw", que es un clima seco arido
con régimen de lluvias en verano con un cociente P/T menor de 22.9 (el mas seco
de los BS). Es semicalido (h) con una temperatura media anual entre 18°C y 29°C,
y oscilaciones estacionales de 4° a 18°C. La precipitacion media anual varia de

350 a 1200 mm?>, con 5 a 9 meses de sequia (Espejel, 1980; Rzedowzki, 1979).

En la zona de estudio se encuentran principalmente dos tipos de vegetacion;
boqué ‘espinoso y matorral xerofilo. Las especies que caracterizan este tipo de
vegéfaéién son Castela tortuosa, Cercidium praecox, Eysenhardtia polystachya,
Zexmenia lantanifolia, Selloa glutinosa, Prosopis laevigata, Lantana sp., Agave
marmorata, Opuntia tunicata y Myrtillocactus geometrizans (Zavala, 1980).

5.1.2. Colecta del material vegetal

Las colectas se realizaron a 500 m del pueblo de Zapotitlan Salinas, que esta
localizado sobre la carretera Tehuacan-Huajuapan de Ledn, a una ailtitud de 1430
msnm. La vegetacion de la zona es matorral espinoso con vegetacion crasicaule.
P. laevigata se encuentra asociada a Cercidium praecox. El suelo es café calizo.

La primera colecta se realizé en septiembre de 1998, colectando las diferentes
partes de la planta (raiz, talio y hoja). Posteriormente se secaron a la sombra en
hojas de papel, para después procesarlas en un molino manual y almacenarias en
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costales. La segunda colecta se realizo en julio del 2000. En esa ocasion solo se
colectaron hojas, con las cuales se elaboraron los diferentes extractos para
realizar el estudio fitoquimico y evaluar la actividad antibacteriana de la planta.
También se colectaron y prensaron algunos ejemplares herborizados para su
depodsito e identificaciéon en el herbario IZTA de la FES- lztacala de la UNAM.

5.2 Evaluacion preliminar de la actividad antibacteriana

5.2.1. Elaboracion de extractos

El primer paso de este trabajo fue obtener extractos de las diferentes partes de la
planta (raiz, tallo y hoja) para determinar donde se encontraba la actividad
antibacteriana. Se tomo esta decision, debido a que en los reportes bibliograficos
se menciona que varias especies del género Prosopis son empleadas en la
medicina tradicional para combatir diversos procesos infecciosos. Sin embargo, no

se reporta que parte de la planta tiene dicha actividad.

Estos primeros extractos se obtuvieron por maceracion en frio. Para la elaboraciéon
de cada extracto se colocaron S0 g de la planta (hoja, tallo, raiz), en 250 ml del
solvente (hexanos, acetato de etilo, metanol y agua), Los extractos se dejaron
reposar por tres dias y posteriormente se destilaron a presion reducida, hasta

llevarlos a sequedad.
5.2.2. Determinacion del rendimiento

El rendimiento de cada extracto se realizdé de acuerdo al método propuesto por

Gonzalez-Penalosa, 1981, (Apéndice 1).
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5.2.3. Bioensayos preliminares de raiz, tallo y hoja

El método que se utilizd para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
preliminares de las diferentes partes de P. /laevigata, fue el de difusion en medio
solido (Kirby-Bauer) mediante la técnica de Barry and Thornsberry, 1987; Vanden
Berghe and Viietnick, 1991, modificada por Avila, 1996 (Apéndice 2).

Los microorganismos que se emplearon fueron Escherichia coli ATCC 25922 y
Bacillus subtillis (cepa de campo). La concentracion de los extractos en los
sensidiscos fue de 1 mg de extracto/disco. Los bioensayos se realizaron por

triplicado.

El analisis estadistico que se empledé para analizar los resultados de los
biocensayos fue un analisis de varianza de dos factores. Posteriormente se aplico
la prueba de Tukey con el objeto de establecer entre que tratamientos habia

diferencias estadisticamente significativas.

5.3 Extractos de hoja
La parte activa de la planta fue la hoja, por lo que se extrajo con solventes de
diferente polaridad, basandose en la metodologia propuesta por Lin en 1990.

Los extractos se obtuvieron por percolacion y se concentraron a presion reducida,
para posteriormente determinar el rendimiento de cada uno, siguiendo la
metodologia descrita anteriormente. La preparacion de los extractos se muestra

en la figura 10.

Cabe' mencionar, que por la dificuitad del proceso y el alto contenido en
carbohidratos, se decidid que el extracto acuoso en el segundo proceso no se

llevaria a sequedad y no se trabajaria para el estudio fitoquimico.
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Figura 10. Procedimiento para la extraccién de ias hojas de F. laevigata. Presion reducida (P.R.).
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5.3.1. Actividad antibacteriana de los extractos de hojas
5.3.1.1. Determinacidon de la actividad antibacteriana de manera cualitativa

Los extractos obtenidos a partir de las hojas que resultaron activos, fueron el
acuoso y metandlico. A estos extractos se les evalué la actividad antibacteriana de
la forma descrita anteriormente. Se utilizaron las siguientes cepas: Vibrio cholerae
CDC V12 (E! Tor), Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada
(agua), Vibrio cholerae aislada de un caso clinico (cc) (estas cepas corresponden
al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba, biotipo El Tor), Vibrio
cholerae No-01, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC
27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Staphylococcus aureus ATCC 12398,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Sarcinia lutea y Bacillus

subtillis.

Los resultados de los bioensayos se analizaron estadisticamente mediante un
analisis de varianza de dos factores. Posteriormente se aplico la prueba de Tukey
con el objeto de establecer entre que tratamientos habia diferencias

estadisticamente significativas.

5.3.1.2. Determinacion de la actividad antibacteriana de manera cuantitativa
Concentracion minima inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM)

Para determinar la concentracidn minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon
bactericida minima (CBM) de los extractos acuoso y metanodlico, se utilizé el
meétodo de dilucion en caldo reportado por Jones et al., 1987, modificado por
Avila, 1996 (Apéndice 3).
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Las concentraciones empleadas para los bioensayos cuantitativos fueron las

siguientes: 1 ng/ml, 10 ug/mi, 20 pg/ml, 40 pug/mi, 80 ng/mil, 100 pg/ml, 200 pg/ml,
400 pg/mi, 800 pg/ml y 1000 pg/ml. Todos los experimentos se hicieron por

triplicado.

5.4. Estudio fitoquimico
5.4.1.Métodos cromatograficos

Las cromatografias de adsorcién en columna abierta se realizaron sobre gel de
silice 60 Fa2s4 Merck (tamano de particula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM).

Para las cromatografias en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios de aluminio
cubiertos con gel de silice 60 Fas4 Merck (0.2 mm de espesor, para analisis). La ccf
permitié verificar el desarrollo de las cromatografias en columna abierta y
comprobar la pureza de los compuestos obtenidos. Como agentes cromogénicos
se emplearon: a) Una solucién de sulfato cérico en acido sulfurico concentrado, y
paAra'~eI desarrollo del color fue necesario calentar las placas cromatograficas
durante dos minutos a 110 °C. b). El revelado con luz UV a 254 y 366 nm
(Ulf(é?iolet Fluorescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod CX-20).

Las‘ cromatografias en ccf preparativas, se realizaron en cromatofolios de vidrio
cubiertos con gel de silice 60 Fass Macherey-Nagel, (2.0 mm de espesor, 20 x 20

cm).

La separacion por filtracion en gel se llevd a cabo en Sephadex™ LH-20

Amefsham Pharmacia Biotech. AB.
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5.4.2. Equipo usado para la determinacion de las constantes fisicas
espectroscépicas y espectrométricas de los compuestos aislados

L.os puntos de fusién (p.f.) se determinaron con un aparato Fisher-Johns. Estos
datos se describen sin corregir. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un
aparato de rejilla Perkin-Elmer modelo 599B y en un aparato Nicolet FT-5X, en

pastilla de KBr y/o nujol.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN-'H) y de
carbono-13 (RMN-'3C) fueron obtenidos en un equipo Varian Unity VXR-200s, el
cual se operd a una frecuencia de 200 y 75.44 MHz respectivamente. Los
espectros se obtuvieron en agua-d, metanol-d o dimetilsulféoxido-d, dependiendo
de la solubilidad de los compuestos. Los desplazamientos quimicos se expresan
en unidades de ppm (8) con respecto al tetrametilsilano (TMS) que se usé como
referencia interna. Los experimentos DEPT, COSY y HETCOR, se realizaron en
un aparato FT-NMR Varian PIOS 200. Se emplearon los programas de secuencias
de pulsos estandares Varian para el registro de los espectros bidimensionales

homonucieares (*H- 'H-COSY).

Los espectros de‘; masas se determinaron en un aparato Jeol JMS-SX102A
mca de bombardeo rapido de atomos (FAB-MS). Se empledé como

matrlz. alcohol m-nitrobencilico. El atomo acelerado para la generacion de iones a

partir de la muestra fue xenodn utilizando un voltaje de 6 KeV.
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5.4.3. Bioensayos para el fraccionamiento del extracto metandlico de

P. laevigata

A todas las fracciones que se obtuvieron en el proceso de separacion del extracto
metandlico, se les determind si presentaban actividad antibacteriana. Lo anterior,
con el objeto de seleccionar y posteriormente fraccionar, solo a las fracciones que
presentaban dicha actividad, para poder asi, aislar el o los metabolitos

responsables de la actividad antibacteriana.

Se empled la metodologia descrita anteriormente, en la seccién 5.2.3. Los
microorganismos que se emplearon para el fraccionamiento biodirigido, fueron: la
cepa de S. /utea, por ser la cepa Gram positiva mas sensible a los extractos
polares de las hojas de P. /aevigata y la cepa de E. coli como cepa Gram
negativa. Cabe hacer notar, que en el caso de las bacterias Gram negativas no se
selecciond la cepa mas sensible (P. aeruginosa), debido a que esta cepa no se
pudo mantener durante la huelga estudiantil de 1999-2000 en la UNAM.

Los bioensayos se realizaron por triplicado. bLas concentraciones de las fracciones
que se aplicaron a cada sensidisco se muestran en la Tabla 3.

No. de la fraccion Clave de la fraccion Concentracion por
sensidisco (ng)

Extracto Extracto 1000
167-232 P.L(T) 500
50-59 P.1.(2) 250°
46-53 P..(3) 250
50-61 ’ P..(4) ot 2. 250

s - - | 250

Tabla 3. Concentraciones de las diferentes fracciones obtenidas del extracto metanslico

i
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54.4.
laevigata

Fraccionamiento del extracto metandlico de las hojas de P.

El extracto metandlico (48.64 g.) se preabsorbio en celita para fraccionarlo en una

cromatografia en columna abierta con 700 g de gel de silice 60 Fzss. La columna
se eluyd con mezclas de Acetona—MeOH y polaridad ascendente de. Se

recolectaron 244 fracciones de 250 ml, las cuales se destilaron a presion reducida

y se analizaron por ccf. Se obtuvieron tres grupos de fracciones primarias de
acuerdo con la similitud de su composicion. En la tabla 4 se resumen los sistemas

de elusidn empleados y las fracciones resultantes.

Eluyente Proporcion Fracciones Fracciones Clave de la Peso
(%) Recolectadas | Combinadas Fraccion (9)
Acetona 100 10-16 Pinitol
19-21 s
Acetona-MeOH 956:5 -
Acetona-MeOH 9:1
Acetona-MeOH 8:2
Acetona-MeOQOH 7:3
Acetona-MeOH 6:4
Acetona-MeOH 5:5
MeOH 100 244

Tabla 4. Fraccionamiento del exti'abtbvmetahb
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A partir de la fraccion 10 hasta la 21, se obtuvo un solido cristalino blanco en
forma de agujas, con p.f. de 186—-188 °C, cuyos espectros de IR, RMN 'H y
masas, coinciden con los reportados para el pinitol (Espectros 1, 2y 3).

De las fracciones 168-190, se aisld un solido cristalino blanco, con p. f. superior a

los 500°C.

Al evaluar la actividad antibacteriana de todas las fracciones, se encontré que la
fraccion P.. (1) fue la que presentd los mayores halos de inhibicion en ambas

cepas bacterianas, por lo que se selecciond para continuar con el estudio

fitoquimico.

De las fracciones 234—243 se obtuvieron cristales blancos con forma de agujas.
Su punto de fusion fue de 307 °C. A estos cristales se les realizaron los estudios
de IR. MS, RMN 'H, RMN '>C, DEPT, COSY, y HETCOR, con los cuales se
identificd como él acido 4-hidroxi-L-pipecodlico (Espectros 4,5,6,7,8,9 y 10).

5.4.4.1. Separacion de la fraccién P.l. (1)

La fraccion P.1. (1) (15.10 g) se separd en una columna abierta empacada con 225
g de gel de silice 60 Fas4, empleando como sistemas de elucién mezclas de
CH2Cl>-MeOH con polaridad ascendente (Tabla 5). Se recolectaron 109 fracciones
de 200 ml cada una, las cuales se concentraron a presion reducida. Mediante ccf
se reunieron las fracciones cuyos componentes eran parecidos y se evalud la
actividad antibacteriana. La fraccion P.l. (2) presentaba el mejor rendimiento y

ademas era una fraccion activa por lo que se selecciond para su separacion.




7 Proporcion |- Frécciones Fracciones Clave de la |- - Peso
Eluyente (%) . Réddlectadas Combinadas Fraccion (é)'\ )
CHzCl>MeOH 865 | 17 39 ‘
CH2Cl>-MeOH 93:7. T R )
CH2Cl2-MeOH o1 '171'{3'-‘15 i
CH2Cl>-MeOH 8:2
CH2Cl2-MeOH 7:3
CH2Ci-MeOH 6:4 : :
CH2Cl>-MeOH 5:5 105-108
MeOH 100 109

Tabla 5. Fraccionamiento de la fraccion P.I. (1).

5.4.4.2. Separacion de la fraccion P.l. (2)

La fraccion P.l. (2) (4.2 g) se analizé en una columna abierta empacada con 60 g
de gel de silice 60 Fass. Se empled como sistema de elucion, mezclas con
polaridad ascendente de CHCI;-MeOH (Tabla 6). Se recolectaron 68 fracciones de
100 ml cada una, las cuales se concentraron a presion reducida. Se reunieron las
fracciones cuyos componentes eran parecidos y se evalud la actividad
antibacteriana de cada una.

De las fraccuones 46 53 P | (3) se aislaron cristales cubicos cuyo punto de fusidon
es de 190- 192 °C: Los crlstales ;se . identificaron como sacarosa por medio de
estudios .de RMN H y RMN"’C“ (Espectro 11 y 12). Las aguas madres de los

cristales alslados. sx presentaron'actnvndad antibacteriana.




Las fracciones 50-61 denominadas P.l. (4). presentaban el mejor rendimiento y
“ademas era una fraccion activa, por lo que se seleccioné para su separacion.

Proporciéon Fracciones Fracciones Clave de la
Eluyente . A . Peso (g9)
(%) Recolectadas | Combinadas Fraccion
CHCIx-MeOH 91 1-6 .
CHCl3-MeOH 85:15 TR0
CHCI3-MeOH 8:2
CHCIl3-MeOH 7:3 1.50
CHCl3-MeOH 6:4 50-61 . ,.I;(f}')_*g : 2.02
CHCIx>-MeOH 5:5 62-68 CoA

Tabla 6. Fraccionamiento de la fraccion P.I. (2). i

5.4.4.3. Separacion de la fraccion P.1. (4)

La fraccion P.. (4) (2.02 g) mediante ccf, mostré que estaba formada por dos
componentes principales. Estos se observaban en la luz UV a 254 nm. La
separacién de la fraccion, se llevdo a cabo en una cromatografia en columna,
empacada con 25 g de gel de silice 60 Fzs4. Se emplearon como sistemas de
elucion, las mezclas de CHCI3-MeOH. Se recolectaron 50 fracciones de 50 mi.

Las fraccﬁ_io :éé:24 a la 30, de la columna anterior (P.l. (8) 140 mg), mostraron
activi‘dvld Xc"te‘riana. Debido al rendimiento de la fraccion, se separaron sus
compon‘ en‘ placas preparativas. El sistema de elucion que se utilizé fue
ov:l la mezcla de butanol-acido acético-agua, en proporcién 4:1:1. Se

obtuvneron 3. mg de cada uno de los componentes. Sin embargo, estos no

mostraron actlwdad antibacteriana. No se realizaron estudios espectroscopicos,

debido a la poca cantidad de los compuestos aislados.
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5.4.4.4 Extracto metandlico de hojas (segundo proceso)

Se decidid colectar una mayor cantidad de hojas de P. /aevigata en julio det 2000,
con la intencidon de repetir el fraccionamiento del extracto metandlico y asi poder

aislar los metabolitos responsables de la actividad antibacteriana.

El segundo proceso de extraccion (Figura 11), se llevé acabo con 2 Kg de hojas
de P. laevigata. Se obtuvieron 358 g de extracto metandlico. Este se fracciond
siguiendo las mismas condiciones de separacion hasta obtener 8 g de la fraccion
P.l. (3), y por ser esta parte de un segundo proceso, se le agregé la denominacion
II.

De'la a fraccion P.1. (3 1I) (8 g), se obtuvieron 4.2 g de cristales cibicos cuyo punto
de: fusidn (190-192 °C) correspondia con el. compuesto aislado e identificado
antéi'icrmente como sacarosa. La aguas madres presentaron actividad
'antlbacterlana Con la intencidn de retirar Ia mayor parte de sacarosa de las aguas
madres estas se separaron por medlo de una columna de sephadex LH-20 eluida
con. Se obtuvneron cuatro grupos de: fracclones (Tabla 7), de las cuales sdélo la
'fracmon IS presento actlvndad por lo que,setprocedlo a separar sus componentes.

Clave. d;eﬁla fraccién Peso (g)

IS 0.308

s 0.013
1S Compuesto (1.2g)

IVS 0.125

Tabla 7. Separacion por sephadex de la fraccion P.I. (3 II).




La fraccion IS que mostré dos bandas en ccf, se analizé por medio de una
cromatografia en columna con 8 g de gel de silice 60 Fys4. La fase movil empleada
fueron mezclas de AcOEt-MeOH. Se colectaron 60 fracciones de 15 ml.

Las Unicas fracciones activas fueron de la 43 a la 59 (64 mg). Al monitorearlas por
ccf se observaron dos bandas, las cuales se evaluaron por la técnica de
autobiografia (Apéndice 5). Asi se determind que la parte activa se encontraba en
el punto de aplicacion. Este componente absorbia la luz UV a 366 nm vy
reaccionaba con el cloruro férrico, o cual indicé que se trataba de algun gtucosido
de flavonoides o algun compuesto aromatico muy polar, por lo que se buscaron
mezclas para separar este tipo de compuestos. Esta fraccion se purificé por medio
de placas preparativas con la fase moévil AcOEt-MeOH-Agua 63:12:9, reportada

por Harborne en 1973 para la purificacion de glucdsidos de flavonoides.

Se recuperd una fraccion (35 mg) impura. Esta fraccion se descompuso al tratar
de purificarla en una placa preparativa con la fase movil anterior, puesto que al
verificar la pureza de la fraccidn por ccf, se observdé una cantidad mayor de
manchas. Debido a lo anterior, no se logré aislar el compuesto puro.
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Prosopis laevigata
Hojas secasy. molldas ="
7 (2Kg)

Residuo’ - Destilacion . | - :'I> Extracto
SRS o PR no polar
— Hexano
— T (13.15q)
Acetato de’etilo.
‘Residuo’ . Destilacion :> Extracto de polaridad
Sl ’ L PR intermedia
Svien ; e Acetato de etilo
S R (42.53 g)
|
Extracto
metandlico
 ‘1\", S - ™

rConcentramon;- - I Soluble | | Insoluble I :

fa’'sequedad i

" Extracto Extracto
acuoso polar
(Sin determinar) Metanol
(348.3 g)

Figura 11. Procedimiento para la extraccion de las hojas de P. laevigata. Presion reducida (P.R.).
Segundo proceso
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5.4.5. Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo de las hojas de

P. laevigata

El extracto de acetato de etilo (42.53 g), se fracciond en una cromatografia en
columna empacada con 650 g de gel de silice 60 F2s4. Se utilizaron como sistemas

de elucion

las

mezclas de Hexano-AcOEt

y AcOEt-MeOH aumentando

gradualmente la polaridad. Se recolectaron 135 fracciones de 500 ml cada una

(Tabla 8). El fraccionamiento fue verificado mediante ccf.

Eluyente“ ol Pr,opqrci’é‘r‘l: F‘raA:t:cipn’es Fracciones Clave de la Peso
S A(%) ‘| Recolectadas | Combinadas Fraccion (9)

Hexano 100 | B ;

Hexano-AcOEt 91 ~6-14 a-11 Cera

Hexano-AcOEt 8:2 ‘i5-35

Hexano-AcOEt 7:3 36-52

Hexano-AcOEt 6:4 53-64

Hexano-AcOEt 5:5 65-80
AcOEt 100 81-90

AcOEt-MeOH 9:1 91-98

AcOEt-MeOH 8:2 99-115

AcCOEt-MeOH 7:3 116-121

AcCOEt-MeOH 6:4 122-127

AcCOEt-MeOH 5:5 1 28-i 34
MeOH 100 : ‘

R




De la fraccion 4-11 se aislé un sodlido blanco cuyo punto de fusion es de 78-80 °C
(compuesto 5). A este compuesto soélo se le realiz6 el estudio de IR (Espectro 13).

A partir de la fraccion 99-105 se aislo un sdlido amorfo blanco, que descompone a
284 °C. El! f de este compuesto se compard con una muestra auténtica del
glucédsido de sitosterol, en varios sistemas cromatograficos, por lo que se concluyo

que se trataba del mismo compuesto.
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6. Resultados

6.1 Datos de herbario de la planta P. laevigata
La planta P. jaevigata fue colectada en la localidad de Zapotitlan Salinas, Puebla.

La determinacion de la especie fue realizada por el técnico de campo Ismael
Calzada y la Biol. Ma. Edith Lépez Viilafranco, Jefa del Herbario IZTA de la FES-

Iztacala.

Los datos de herbario se encuentran en la siguiente tabla:

Nombre comun

Mezquite

Especie Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. Ex Willd) M.C.
Johnston.
Familia Leguminoseae

NuUumero de registro

24984

Tabla 9. Datos de herbario de P. laevigata.

6.2. Evaluacion preliminar de la actividad antibacteriana de la raiz,

tallo y hoja

6.2.1 Rendimiento de los extractos

El rendimiento de cada extracto se determind como se describe en el apéndice 1.

Los resuitados se observan en la siguiente tabla:

Rendimiento
Parte Agua MeOH AcOEt Hexano
empleada o)) % @) % (9) % (@) %
Raiz 0.35 0.70 0.90 1.80 0.43 0.85 0.19 0.37
Tallo 0.45 0.90 2.65 5.30 0.76 1.52 0.28 0.56
Hoja 0.50 1.08 7.82 15.65 0.65 1.29 0.93 1.84
Tabla 10. Rendimiento de los extractos de raiz, tallo y hoja de P. laevigata.
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En la tabla 10 se observa que en la mayoria de los casos, los extractos de hoja
tienen el mayor rendimiento. Por tanto la hoja es la parte de la planta que contiene
la mayor cantidad de metabolitos. Ademas, por el rendimiento del extracto
metandlico de hoja, podemos decir que la planta

compuestos polares que son extraidos con dicho solvente.

sintetiza principalmente

6.2.2. Bioensayos preliminares de raiz, tallo y hoja
Los reportes bibliograficos mencionan que varias especies del género Prosopis

son empleadas en la medicina tradicional para combatir diversos procesos

infecciosos (Langford, 1969; Aguilar et al.,, 1994; Vazquez-Yafez, 1999). Sin
embargo, no especifican la parte de la planta que tiene dicha actividad. Por lo
tanto, el primer objetivo del! presente trabajo, consistid en determinar la parte
activa de la planta. Esto se hizo por medio de la evaluacion de la actividad
antibacteriana de las diferentes partes de la planta (raiz, tallo y hoja), utilizando
solventes de diferentes polaridades (hexanos, acetato de etilo, metanol), para

obtener los extractos.

La actividad antimicrobiana de los extractos se determind cualitativamente
mediante la técnica de Kirby—Bauer (Apéndice 2). El promedio de los resuitados se

muestran en la tabla 11.

Solventes

Parte Agua MeOH AcOEt Hexano
empleada
B.subtilis E.coli B.subtilis E.coli B.subtilis E.coli B.subtilis E.coli

Raiz - - = - - - - -
Tallo - - - - - - - -
Hoja 18 + 0.5 8+ 0.5 19 + 0.5 10+ 0.5 - - - -

C + 28+ 0.5 17+05 [ 28+056 | 17+ 0.5 | 28+ 0.5 17+0.5 | 28+0.5 | 17+ 0.6

C - N - _ - - _ - Z

Tabla 11. Bioensayos preliminares empleando la técnica de Kirby-Bauer de los extractos de P. /aevigata.
Se muestra el promedio de tres experimentos. Control positivo cloramfenicol 30 ug/disco (C+), Control
negativo cada uno de los solventes empleados (C-). No hubo inhibicién del crecimiento (-).




Los resultados obtenidos en esta prueba, muestran que solamente los extractos
polares de las hojas (acuoso y metandlico) poseen actividad antibacteriana en las

cepas bacterianas con las que se realizé el bioensayo.

E! analisis de varianza de dos factores en el que se compara la actividad
antibacteriana del extracto metanodlico y el acuoso, muestra que la actividad de los
extractos varia dependiendo de la cepa empleada, puesto que existen diferencias
significativas (p<0.001) en la sensibilidad de las bacterias. Se observa claramente
que la cepa B. subtilis es mas sensible a los dos extractos en comparacion a la
cepa E. coli (Grafica 1). Ademas, no hay diferencias estadisticas significativas en

la actividad antibacteriana entre los extractos acuoso y metandlico.

Halo de inhibicion (mm)
22

20 @

18 ——

16

14

12

6 —T_tDesv.est.
- o o B - ‘ PR [ ] - Err.est.
B.subtilis- =~ E.coli 2T B subtilis Y B eoli Y L T e  media
Extracto acuoso - - S - Extracto metanélico - h =

Grafica 1. Sensibilidad de B. subtilis'y E. coli a ios extractos acuoso y metandlico
) ‘de hojas de P. laevigata. \ L B }
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6.3. Extractos de hoja

6.3.1. Rendimiento

Se prepararon los extractos de diferentes polaridades a partir de hojas secas,
segun la metodologia descrita (Figuras 10 y 11). El rendimiento de los dos
procesos de extraccién se muestra en la tabla 12, en donde se puede observar
que de igual forma que en los extractos preparados para la evaltuacion preliminar
de la actividad antibacteriana, el extracto metanolico obtuvo, en promedio, el
mayor rendimiento (18.45%). Cabe hacer notar que el rendimiento de estos
extractos, fue mayor que en los extractos anteriores, lo cual puede deberse a que

© la técnica empleada es mas eficiente.

Rendimiento
Solvente Primera extraccion Segunda extraccion | Promedio
(9) % (@ % %
Agua 4.18 . 1.68 S.D. S.D. SD.
MeOH 48.60 19.5 348.30 17.4 18.45
AcOEt 5.69 : 2.29 42.53 2.12 2.20
Hexanos 2.73 1.1 13.15 0.68 0.88

Tabla 12. Rendimiento de los extractos de hojas. Sin determinar (SD)

6.3.2. Actividad antibacteriana de los extractos de hoja

6.3.2.1. Determinacion de la actividad antibacteriana de manera cualitativa

La actividad antibacteriana de todos los extractos de hoja se evalud
cualitativamente en doce cepas de bacterias, como se indica en la seccién 5.3.1.1.

de la metodologia.

Los resultados obtenidos con los extractos de hoja se observan en la tabla 13.
Estos concuerdan con los datos obtenidos en la evaluacion preliminar. En ambos
casos, la actividad esta presente solo en los extractos polares (acuoso y

metandlico).




Bacterias < Halos de inhibicion - 0.5 mmi(1: mg/dnsco) -
Acuoso -~ MeOH AcOET Hexano i Clids C -
B. subtilis 18.5 20.5 e 128 -
S. aureus 20.5 21.5 25 -
S. epidermidis 20.5 21.5 - 21 -
S. lutea 31.5 30 -
E. coli 8.0 25 -
S.typhi 25 -
P. aeruginosa 30 -
E. aglomerans 249 -
V. cholerae El Tor 30 -
V.cholerae cc 30 -
V.cholerae agua 34 -
V. cholerae 35 -
No-O1

Tabla 13. Bioensayo defdi{u .en a irb Bauér) "de los extractos de hoja. Se muestra el promedio de
tres experimentos. Control positivo cloramfenicol 30 ug/disco (C+), Control negativo cada uno de los solventes
empleados (C-). No hubo inhibicion del crecimiento (-).

Los extractos acuos metanodlico presentaron actividad antibacteriana en las

mlsma cepa _bacteruanas En ocho de las doce cepas, el extracto metanolico
ctnv:dad que el acuoso, lo cual puede deberse a que este ultimo, por

tiene mayo
su naturaleza presenta un mayor contenido de carbohidratos que promueven el

crecnmlento bacterlano (Grafica 2). Ambos extractos, muestran actividad
antlmlcroblana sobre las cuatro cepas de bacterias Gram positivas: B. subtilis, S.
aureus, 'S. epidermidis y S. lutea. En contraste, solo presentaron actividad
antibacteriana, en seis de las ocho bacterias Gram negativas: E. coli, P.

aeruginosa, y las cuatro cepas de V. cholerae.
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Halo de inhibicidn (mm) -
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30 D 1.8. subtilis
2. S. aureus
3. S. lutea
25t . - 4. S. epidermidis
[=es) 5. E. coli
. . 6. P. aeruginosa
20 [esiv] == @@ = 7. E. aglomerans
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o
s
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1.2:.3 4 '5°67.7.8.°9710.11.12 S0 03740086 1 6748098710 11 12 C3 zErmrest.

Extracto acuoso . - Extracto metanélico a  media

la actividad

e dos factores en el que se compara

aureus, E. coli, E. aglomerans, S. typhi, V. cholerae cc, y V.
no existen diferencias significativas, en la actividad de los

signiﬁcafivaé entre ambos extractos (p<0.001). Por tanto, el extracto metandlico
preséhta méyor actividad antibacteriana que el extracto acuoso.




En el caso de la cepa de S. lutea (Grafica 3), el extracto metandlico presenta
mayor actividad con respecto al cloramfenicol. Este hecho es Unico en el trabajo y
muestra que esta cepa, es la mas sensible, por tal motivo, esta se selecciond para

evaluar la actividad antibacteriana en la siguiente parte del estudio.

Halo de inhibicién (mm)
35

30

25 —-——Q—

20
15

10

s - 4 R . ; . -1 -*Desv.est..
Extracto acuoso - . Control positive < T R " ::Err.‘esl.,
. Extracto metanolico .. .0 Control negativo a - media

Grafica 3. Sensibilidad de la cepa S. /utea con el extracto metandlico de hojas de P. lasvigata.
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6.3.2.2. Determinacion de la actividad antibacteriana de manera cuantitativa.
Concentracién minima inhibitoria (CMI) y bactericida minima (CBM)

La evaluacion cuantitativa de los extractos acuoso y metandlico se describe en la
seccion 5.3.1.2. de la metodologia. Los resultados se muestran en la siguiente

tabla:

Bacterias Acuoso MeOH

CMI (ug/ml) | CBM (ug/mi) | CMI (ug/mli) | CBM (ug/mi)

B. subtilis 10 20 20 40
S. aureus 40 - 80 20 40
S. epidermidis 20 40 20 40
S. lutea 10 20 20 . 40 .
E. coli 100 200 40 80 ..
P. aeruginosa 100 200 40 - con 800
V. cholerae El tor 200 500 R R R s E
V. cholerae cc 100 200
V. cholerae agua 80 . 100
V. cholerae No-O1 100 200

Tabla 14. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CM1) y 1a concen!racuén bactencada minlma
. (CBM) del exlracto acuoso y metandlico.

Estos resultados muestran unlformldad en la actividad antibacteriana de! extracto
Gram positivas, ya que en todos los casos ambos
o los




El extracto acuoso, en la mayoria de las bacterias, presenté menor actividad que
el extracto metanolico, ya que fue necesario el doble de extracto para alcanzar los
parametros evaluados (CMIl y CBM). Esto podria ser un reflejo de que el extracto
metandlico contiene mas compuestos activos y posiblemente en mayor cantidad.
Por tanto, este ultimo extracto fue seleccionado para hacer el estudio fitoquimico,

buscando el o los principios activos.

6.4. Estudio fitoquimico

6.4.1. Bioensayos para el fraccionamiento del extracto metandlico

Los resultados que se presentan en la tabla 15 muestran que todas las fracciones
que se obtuvieron a partir del extracto metandlico, fueron activas para la cepa S.
lutea. Sin embargo, el grupo de fracciones que tuvo actividad tanto en Gram
positivas como negativas, fueron las alicuotas de la 167 a la 232, a este grupo se
les denomind fraccion P.. (1) y se selecciond para aislar sus componentes. En las
otras fracciones activas no se separaron sus componentes ya que al monitorear el
desarroillo de la columna por ccf, mostraban gran diversidad de componentes y

con poca concentracion de cada uno de ellos.

El fraccionamiento del extracto metandlico provoco un incremento en la actividad,
ya que hubo un aumento en el diametro de los halos de inhibicién, aun cuando la
cantidad aplicada en los sensidiscos, fue la mitad que |la empleada con el extracto.
Lo anterior se debe a que al separar mediante la cromatografia, el o los

compuestos activos, se aumenta la concentracion de estos en una fraccion.
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i B : "Halos de |nh|b|c10n 705 MM
Fraccion’ (500 'g/dlsco) L
C-
C+.
- 10-16
19-21
22-80
81-96
97-106 20 - -
107-166 : 23 11
167-232 P.1 (1) 34 19
234-243 20 13

Tabla 15, Evaluacion cualitativa (Kirby-Bauer) de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del
extracto metandlico. Control positivo Cloramfenicol 30 pg/disco (C+), contro!l negativo metanol (C-). No hubo

inhibicion del crecimiento (-).

6.4.1.1. Separacion de la fraccion P.l. (1)

La fraccidn denominada P.l. (1) (167—-234, 15 g) se separd y a cada grupo de
fracciones obtenidas, se les evziud la actividad antibacteriana de la misma forma
que en la cromatografia anterior, solo que en este caso se cambid la

concentracidén de los sensidiscos a 250 ug/disco.

Los resultados del bicensayo se muestran en la tabla 16 donde se observa que la
fraccié‘h 50-89 denominada P.i. (2) tuvo mayor actividad antibacteriana, y el mejor
rendirpiehto (4.2 g). Por tanto, esta fraccion fue seleccionada para su posterior

separacién.
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Halos de inhibicion £ 0.5 mm
. Fraccion . (250 ng/disco)
R S. lutea E. coli
C- - -
- C+ : 30 26
1-2 - -
3-9 - -
10-12 ~ 10 9
13-15 , , 13 11
16-34 iR 15 10
35-49 ) 23 10
50-89 P.1 (2) : ) 30 15
90-100 - -

Tabla 16. Evaluacién cualitativa (Kirby-Bauer) de las fracciones obtenidas de la cromatogfaﬂa en columna de
la fraccién P.. (1). Control positivo Cloramfenicol 30 pg (C+), Control negativo metanol (C-). No hubo

inhibicion del crecimiento (-).

6.4.1.2. Separacion de la fraccion P.I. (2)

La separacion de la fraccion P.1.(2) origind cinco grupos de fracciones con
actividad antibacteriana, los resultados del bioensayo se muestran el la tabla 17.
Cabe resaltar la actividad de los grupos de fracciones 46-59, denominada P.I1.(3) y
50-61, denominada P.l.(4), debido a que presentaron mayor actividad.

El principal componente de la fraccion P.l (3) fue sacarosa (1.5 g), lo cual indica
que el o los compuestos activos se encontraban en minimas cantidades en dicha
fraccion. Debido a ello, esta fraccion no se continudé analizando. La fraccion P.1.(4),
fue la que presentd mayor actividad antibacteriana y rendimiento. Por tanto, en el

proceso de purificacidon se continud con esta fraccion.
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. Halos de inhibicion + 0.5 mm
....Fraccion_. .. - (250 pg/disco)
Drii oo ) S. lutea E. coli
G- —— — =
C+ 30 26
1-6 - -
- 7-10 - -
11-23 - -
24-30 22 ~10
31-45 23 12
46-49 P.1 (3) 285 12
50-61 P.i (4) 30 15
62-68 11 9

Tabla 17. Evaluacién cualitativa (Kirby-Bauer) de las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna de
ta fraccién P.I. (2). Control positivo Cloramfenicol 30 ug (C+), Control negativo metanol (C-). No hubo

inhibicion del crecimiento(-).

6.4.1.3. Separacion de la fraccion P.l. (4)

La fraccion P.I (4) presentaba al menos dos componentes principales. Por lo que
se procedid a su separacion. En el proceso de purificacion, solo se obtuvo un
grupo de fracciones activas 24-30, denominada P.l (56) (150 mg). Esta fraccion en
ccf mostraba dos componentes, al separarlos, solo se logré obtener 3 mg de cada

uno. Sin embargo, estos compuestos no fueron activos.

6.4.1.4 Extracto metandlico de hojas (segundo proceso)
Con la intencion de aislar el compuesto responsable de la actividad antibacteriana,
que se encuentra presente en el extracto metanodlico de las hojas de P. /aevigata

se realizd6 un segundo proceso de extraccion, el cual es descrito en la

metodologia.

En el proceso de separacion, se obtuvieron 8 g de la fraccion denominada P.l. (3
1), de la cual se cristalizaron 4.2 g de sacarosa. Los componentes de las aguas

madres se separaron por medio de una columna de sephadex LH-20.
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De las cuatro fracciones denominadas 1S; I11IS; IIIS y IVS. Obtenidas de la columna
de sephadex sélo la fraccion IS (208 mg) presentd actividad antibacteriana. Esta

fraccibn mostraba dos componentes los cuales fueron separados en una

cromatografia en columna. Se obtuvo una fraccion activa, de naturaleza polar,
absorbia la luz UV a 366 nm y reaccionaba con el cloruro férrico, asi que se
dedujo que se trataba de un flavonoide glucosilado. Esta fraccion se descompuso
al tratar de purificarla, mediante una cromatografia en placa preparativa. Por lo
que se propone para estudios posteriores emplear otros sistemas cromatograficos

para realizar la purificacién de estos metabolitos.

6.4.2. Principales metabolitos secundarios aislados de las hojas de P.

laevigata
6.4.2.1. Extracto metandlico
A) Pinitol

De las fracciones 10-15, obtenidas de la separacion del extracto metandlico, se
aislo un sdlido cristalino blanco, con p. f. de 186—188 °C, al cual se le realizaron

los estudios de IR, RMN 'H y masas.

El espectro de mfrarro;o en nujol muestra dos bandas anchas en la region de
3400.184 y 3316, 602 ”m las cuales corresponden al grupo hidroxito. En la region
de 2953.81Q 72923396y 845‘73.903 cm™ se observan las senales caracteristicas
de la unién ‘carbono hidrégeno; La banda de confirmacidon del grupo hidroxilo de
Ia"»‘zona de 1072.214 cm™' (Pretsch et al., 1980). Estos
éyl ‘metabolito aislado es un compuesto organico que

azlcares .se’ observa

datos sugleren; que e
Unicamente presentabav grupos hidroxilos de azdcares (Espectro 1).




El espectro de RMN'H (Espectro 2) muestra en & 3.4265 una senal caracteristica
de los protones de metoxilo y entre 8 2.9387 a 3.0295 varias sefiales del protéon

base del grupo hidroxilo de ciclitoles (Tabla 18).

- Desplézamiento (3) Multiplicidad Integracion Interpretacion
e € s 3H Metoxilo
2 9387 a 3 3992 m Base deOH

Tabla 18. Desplazamientos quimicos en RMN'H del pinitol.

Por'?""los.res'ultados espectroscopicos y el punto de fusion se supuso que el
me:t'a:\'ﬁo‘lito aislado era pinitol, un derivado metoxilado del inositol. Para confirmar lo
anterior el espectro de RMN'H fue comparado con el espectro namero 7531 del
cata’lyogo Sadtler y por la similitud entre ambos espectros se concluyd que

realmente se trataba del pinito! (12) (Sadtler, 1988)

OH OH

@ Pinitol (12)

“OH OH
OH

El espectro: de masas obtenldo mediante la técnica de FAB-MS (Espectro 3)
olecular 195, el cual coincide con la férmula molecular

presenta Ia senal del io
C7H1406 M+1 que comcnde con eI peso molecular del pinitol. También se observa

el ion 180 que comc:de con la pérdida del grupo metoxilo.




B) Sales de Potasio

De la fraccién 168-190 se aisld un sdélido cristalino blanco cuyo p. f. es superior a
los 500 °C. Al realizar el ensayo a la flama se produce el color caracteristico de las

sales de potasio.
C) Acido 4-hidroxi-pipecélico

De la fraccion 234-243 (eluida con metanol) se obtuvieron cristales blancos con
forma de aguja. Su punto de fusion fue de 307 °C, a los cuales se les realizaron

los estudios de IR. MS, RMN 'H y RMN *3C,

El espectro de infrarrojo tanto en pastilla como en nujol mostré varias bandas en la
regiéon de 3267.77 a 2496.34 cm™, que corresponden al grupo amida, ademas de
una banda en 1610.6 cm™ reportada para N-H; esto junto al punto de fusion tan
alto sugiere que s e tréta de un aminoacido (Silverstein, 1991) (Espectro 4).

Espectro 5) presenta una sefal en multiplete con
en el intervalo 5 4.068 a 4.115, caracteristica del protén

El espectro de  RMN_'H
integracion para
base de uh»gfupb OH_.En la regién entre § 3.747 a 3.799 la sefial es de un doble

de dobles‘* 3.6,3 );lachbéyl corresponde a un protéon del carbono a. La zona entre

5 3.141 a 3.18¢
protones d? un metileno vecino a un grupo amino, En el intervalo § 2.115 a 2.038 y
1.735.a 1,."787:‘1 se. observan multipletes que por su desplazamiento quimico y su

uestra un multiplete, con integracién que corresponde a dos

integraciéh_ se atribuyen a dos grupos metileno (Tabla 19).
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Desplazamiento (5) Multiplicidad Integracion interpretacion
4.068-4.115 Rl L L [ SH Base de OH
3.747-3.799 dd (J.3.6,3.3) H Vecinoa COOH y

) - - NH
3.141-3.185 ol 11 NI “2H - CH> vecino NH
2.115-2.036 R 2H CH>
1.735-1.871 im 2H i CH>

Tabla 19. Desplazamienibs dlilrriiccis en RMN'H del acido 4-hidroxi-pipecdlico.

El espectro de RMN'3C mostro los siguientes desplazamientos quimicos (Espectro
6): en & 175.01 una senal que corresponde un carbonilo, dos sefiales de metinos,
una a 3 62.631 caracteristica de un C unido a OH y otra que aparece en & 54.752
(esta senal es tipica del carbono «), el cual soporta al nitrogeno y al grupo

carboxilo, ademas se observan tres desplazamientos para metilenos, en & 39.351,

5 33.601 y § 28.734 (Castells, 1980) (Tabla 20).

Numero de Carbono Desplazamiento (8) Asignacion por DEPT (8)
Carbonilo 175.01
2 54.752 CH
3 33.601 CH>
4 62.631 CH
5 28.734 CH>
6 39.351 CH>

Tabla 20. Desplazamientos quimicos en RMN'>C y DEPT del acido 4-hidroxi-pipecolico.

El espectro DEPT corresponde con las sefiales de! espectro de RMN '3C,
conf‘rmando'que"e‘n la molécula hay tres metilenos CH: en 39.339, 33613 y
28.733; dos metmos CH en 62.633 y en §4.737; y un carbono cuaternario en

175.01 (Espectro

El espectroCOS (Espectro 8) muestra correlacidén del protén unido al carbono o

(C2 5 3. 47 a ‘3. 79) con dos protones de metileno, presentes en § 2.145a 2.038y &
los protones

1.735. a 1.871 (CS) por otro lado tenemos correlacidon entre
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metilénicos vecinos al grupo amino (C6 & 3.141 a 3.185 ) con dos protones de un

grupo metileno (C5 §1.735 a 1.871). De acuerdo a estas correlaciones podemos

asignarle al proton base del OH el nimero C4.

Las cbrrelaciones heteronucleares se observan en el espectro HETCOR, asi
podemos ver la correlacion de la senal del C4 (5 62.533) con su proton (8 4.068—
4.115). La sefal del C2 (5 564.737) con el protén en & 3.74-3.799. EI C6 (& 39.339)
se correlaciona con los protones § 3.141—-1.185, el C3 (5 33.613) con los protones

5.2.238-1.715 y la correlacidon del C5 (& 28.733) con los protones en & 1.735—
1.571 (Espectro 9).

La estructura propuesta corresponde al acido (-) trans 4—hidroxi—L-pipecodlico (13)

un aminoacido no proteinico derivado de la lisina.

OoH
Acido 4-hidroxi-pipecolico (13)

N cooH
H A

El espectro de masas por impacto electronico (Espectro 10) presenta un ion
moleculyarf de,'mlz 145, congruente con la formula molecular CgH41OsN, vy
concuerda' con'la estructura propuesta. El patron de fragmentacidn propuesto a

partir del espectro de masas se observa en la figura 12.
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. OH

m/z 145

M-45 COOH

; “NT
"'COOH / H
OoH = : ;

-Hz0 (18) g CH= CH (26)
L S O,

N+ N+
o H

m/z 100 m/z 82 mi/z 56

Figura 12. Patrén de fragmentacion de! acido 4-hidroxi-pipecolico.

D) Sacarosa
En el proceso de fragmentacion del extracto metandlico se aislidé un sodlido

cristalino con forma cubica, con p.f. de 190 °C. A estos cristales se les realizaron

los estudios de RMN'H y RMN'3C.

El espectro de RMN'H (Espectro 11) muestra en la region 8 5.3877 a 5.3686 un
doblete (J 3.78) caracteristico del protdn anomeérico de ta glucosa. En la region
entre § 4.2 a 4.0 se observa un multiplete que se atribuye a los grupos metinos de
azucares. La zona de & 3.9 a 3.5 muestra un multiplete que se atribuyen a tres

grupos metilenos de azicares (Tabla 21).

TESIS CON
FALLZ Dt OF .r"
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Desplazamiento (5) Muttiplicidad Interpretacion
54 . . oa|eoid (J3.78) Anomeérico de la
Ce e L glucosa
4.2-4.0 B G s RS Metinos de
Lo i wE azucares
3.9-3.5 Metilenos de
azucares

Tabla 21. Desplazamientos quimicos en RMN'H de la sacarosa

El espectro de RMN'C (Espectro 12) muestra una sefial en la zona & 105
correspondiente al carbono anomeérico de la glucosa, en 3 94 la sefal corresponde
al carbono anomeérico de la fructosa. También se observan siete desplazamientos
en la regién entre § 84 a 70, tipicas de los grupos metinos de aziucares y por
altimo se observa la presencia de tres sefales de metilenos en la zona de 8 65 a

62 (Tabla 22).

Asignacion por '2°C (5) Numero de senales Interpretacion
106 1 Anomeérico de la glucosa
94 1 Anomeérico de la fructosa
84-70 7 Metinos de azducares
65-62 3 Metilenos de azudacares

Tabla 22. Desplazamientos quimicos en RMN'3C de la sacarosa.

Los resultados de los espectros de RMN'H y RMN'3C, ademas del p.f., indicaban
que se trataba de sacarosa. Para confirmar lo anterior el espectro de RMN'H se
compard con los espectros de la sacarosa (6242) y del acetato de la sacarosa
(12573) del catalogo Sadtler y por la similitud de espectros se concluyd que el
compuesto aislado era sacarosa (Sadtler, 1969 y 1972).
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CH20H
' CHz0H
o 2
OoH ‘Sacarosa (14)

OH CH20H

OH OH

6.5.2. Extracto de acetato de etilo
A) Cera

El fraccionamiento del
cromatografia en columna. De la fraccion 4-11 se aislo un sdlido blanco cuyo

punto de fusidon es de 78-80 °C. Se obtuvo el espectro de IR y solo se observan

extracto de acetato de etilo se llevé acabo mediante

las bandas caracteristicas de una cera, las cuales corresponden a un grupo
carbonilo (1725.69 cm™) y de carbono-hidrogeno (2855.29 cm™, 2927.33 cm™ y

2956.38 cm™') (Espectro 13).

B) Glucodsido de sitosterol
A partir de la fraccion 99-105 se aislé un sdlido amorfo blanco, que descompone a

284 °C. E! rif de este compuesto coincide con el de una muestra auténtica del
glucosido de sitosterol (evaluado en varios sistemas cromatograficos).

CH20H

oH Glucdsido de sitosterol (15)
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7. Discusion

El r‘endimiernto (% de sdlidos) de los extractos preparados a partir de la raiz, el

tallo y las ho;as de P. laevigata, indica que la mayor parte de los compuestos

presentes en las diferentes partes de la planta son polares. Puesto que en la
mayoria de los casos, el rendimiento de los extractos metandlicos fue mayor,
destacando el extracto de hoja, en el que se obtuvo el 15.65% de rendimiento. Por
tanto, las hojas de P. laevigata son ricas en metabolitos de naturaleza polar.

Los reportes de la medicina tradicional indican, que el mezquite es empleado para
el tratamiento de enfermedades infecciosas producidas por bacterias, como
infecciones de la garganta y de los ojos, asi como dolor de estémago y disenteria.
Sin embargo, no se especifica, que parte de la planta se utiliza para el tratamiento

de dichas infecciones.

Las enfermedades de la garganta y de los ojos, pueden ser causadas por diversos
agehtes patdégenos, como pueden ser virus y bacterias. En esta investigacion se
UtlllZO aB. subtllls debido a que generalmente, esta bacteria, produce infecciones

< ‘de o:dos del tracto urinario y del tracto respiratorio (Turnobull, 1996).
i Tavrﬁb'iéns‘ei_t_ltlhzo una cepa de S. aureus, especie que se relaciona tipicamente
conﬁﬁfé@:‘ciéne‘s del tracto respiratorio. Ademas, esta bacteria se puede encontrar
en cuadros' de-osteomielitis, endocarditis, flebitis, meningitis e infecciones de la

piel (Foster, 1996).-

S. epidefrhlfdis, es un comensal de la piel. Sin embargo, esta especie junto con S
aureys y P. aeruginosa, en pacientes inmunocomprometidos, son las principales
causas de infecciones hospitalarias (Foster, 1996; Igleski, 1996). Estas especies,

han desarrollado resistencia a multiples antibidticos, antisépticos y desinfectantes.
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Las infecciones gastrointestinales son producidas por bacterias coliformes Gram
negativas, entre las cuales podemos mencionar a £E. coli, E. aglomerans, y S.
typhi. Las infecciones de este tipo, son uno de los problemas de salud en paises

subdesarrollados, afectando principalmente a la poblacion infantil.

En el presente trabajo, se evidencio, que solo los extractos polares (acuoso y
metandlico), obtenidos de ias hojas de P. /aevigata, tienen actividad antibacteriana
en las cuatro cepas Gram positivas con las que se realizaron los bioensayos (S.
lutea, B. subtilis, S. aureus y S. epidermidis). En contraste, dichos extractos, sélo
fueron activos en seis de las ocho cepas Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, y
cuatro cepas de V. cholerae). Estos resultados muestran que el uso del mezquite
en la medicina tradicional, puede ser eficaz para combatir las infecciones de los

ojos y de las vias respiratorias altas.

Los parametros antimicrobianos que se determinaron (CMIl y CBM), muestran en
la mayoria de los casos, que el extracto metandlico fue mas activo que el extracto
acuoso. Esto probablemente se deba, a que los extractos acuosos generalmente

presentan compuestos que promueven el crecimiento bacteriano, como

carbohidratos y aminoacidos.

El fraccionamiento del extracto metandlico fue biodirigido, con el propodsito de
aislarr .?' o ‘Ios metabolito (s) responsable (s) de la actividad antibacteriana. Sin
embargo, no se logré aislar y caracterizar, debido a que probablemente existan
. fenéménos de sinergia entre los compuestos. Por otro lado, al menos uno de los
corn'pue‘sto's activos es labil, puesto que al seguir el proceso de separacion
mediante ccf se observé su descomposicidn. Ademas, en las hojas de P.
laevigata, estan presentes varios metabolitos que tienen dicha actividad, pero son
componentes traza, por lo que no se pudieron aislar. Por tanto, se recomienda que

en estudios posteriores se utilicen otros métodos de separacion.
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Las hojas de P. laevigata, contienen pinitol. Este, es uno de los principales

osmolitos presentes en las familias Pinaceae y Leguminoseae. Se ha observado la
acumulacion de este compuesto en plantas tolerantes a altas concentraciones de
sal y en plantas tolerantes al estrés hidrico (Nguyen y Lamant, 1988; Smirnoff,
1988; Bray et al.,, 2000; Noiraud, 2000;). El suelo de Zapotitlan Salinas, es
considerado salino. Ahora bien, tomando en cuenta que la zona es arida y que la
planta es una de las especies vegetales dominantes en la region, se puede pensar
que la misma, ha desarrollado adaptaciones que le permiten establecerse en tales

condiciones de estrés.

Las plantas que crecen en suelos salinos, incrementan el transporte de iones
como el potasio y el calcio para disminuir los efectos toxicos del sodio (Niu, 1995).

Lo anterior, puede explicar en parte la presencia de sales de potasio en las hojas

de P. Jaevigata.

A partir del extracto metandlico se aislo el acido 4-hidroxipipecolico. Este, se ha
aislado también de las semillas y las hojas de varias leguminosas, como Acacia,
Calliandra y Phaseolus. (Zacharius et al., 1954; Virtanen y Sigridkari, 1955 ; Clark
y Mortimer, 1961; Romeo, 1983). El acido pipecodlico tiene actividad antifungica
(Bréhner y Romeo, 1986) y fitotoxica (Rosenthal, 1987). Dichas actividades han
sido relacionadas con la probable resistencia a patdgenos.

ta sdmetidas a un déficit de agua, como es el caso de los
cen ':'en Zapotitlan Salinas, presentan mecanismos de
.cierre de los estomas y el ajuste en el potencial osmotico del
al incrementan la cantidad de solutos. Estos, son moléculas
as, como la sacarosa aislada de las hojas del mezquite. Los
peratura de desnaturalizacion de las proteinas globulares,
f n;de la actividad enzimatica causada por sales inorganicas y
estabmzan a las protemas unidas a la membrana celular (Geiger y Servaites,

sin carga
solutos el
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1991; Mufioz-Clares, 1994). Ademas, la sacarosa es el principal producto de la
- fotosintesis, y se considera regulador metabdlico (Porchia et al., 1999).

El extracto de acetato de etilo presentd ceras, las cuales son comunes en la
superficie aérea de las especies vegetales. Las ceras son ésteres de acidos
grasos con alcoholes de cadena larga (Pine, 1988), que forman la cuticula vegetal,
debido a lo cual son llamadas ceras epicuticulares. Estas, evitan la evaporacion o
pérdida excesiva de humedad. También, protegen a la planta de la pérdida de
solutos, la radiacion UV y contra la invasion de hongos, bacterias e insectos.

El glpcésido de sitosterol se aislé del extracto de acetato de estilo. Este
cdﬁjpgééto lf@rma parte de las membranas celulares de vegetales. Participa en la
smtes d ‘f,,cxelulosa (Peng et al., 2002). También se ha reportado que tiene un
efébid i.nh'i’bit.;ior en la reproducciéon de trofozoitos de Giardia gamblia y Entamoeba

hiétélytiéé,‘ esta Ultima es el agente infeccioso en algunos casos de disenteria
(Arrieta et al., 2001).
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8. Conclusiones

La parte de la planta P. laevigata donde se encontré actividad antibacteriana sobre

bacterias Gram positivas y Gram negativas son las hojas.

Los extractos acuosos y metandlicos de las hojas son los activos en las cepas: S.
lutea, B. subtilis, S aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa, y cuatro cepas

de V. cholerae.

Los parametros antimicrobianos evaluados (CMI y CBM), indican que el extracto
metandlico es mas activo que el acuoso. La CMI en bacterias Gram positivas se

encuentra entre el rango de 10 a 40 pg/ml y la CBM entre 20 a 80 pg/ml. En el

caso de las bacterias Gram negativas, la CMI oscila entre 1 a 200 ng/mi y la CBM

entre 1 a 500 png/ml.

El uso etnobotanico del mezquite esta justificado puesto que en este trabajo se
comprueba que las hojas de P. /aevigata tiene actividad antibacteriana. Ademas
puede ser efectivo contra la disenteria causada por Entamoeba histolytica. Debido
a que las hojas contienen glucésido del sitosterol que ha sido reportado con dicha

actividad.

El extracto metandlico de las hojas de P. /aevigata contienen varios metabolitos
con actividad antibacteriana, sin embargo, no se pudieron aislar ya que son varios
combu’éstos‘que estan en trazas, son labiles y es posible que exista entre ellos el

fenémeno de sinergia.

El 'estudio fitoquimico de la especie P. /aevigata permitid aislar los principales
metabolitos de las hojas: pinitol, sales de potasio, sacarosa, acido (-) trans-4-

hidroxipipecdlico, ceras, y el glucosido de sitosterol.
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Apéndice 1
Determinacion del rendimiento
(Modificado de Gonzalez y Pefalosa, 2000).

Los extractos vegetales generaimente son obtenidos macerando el material
vegetal con disolventes organicos de diversas polaridades (éter de petroleo,
acetato de etilo, acetona, cloroformo, metanol, etc). Se tiene que tomar en cuenta
la cantidad de planta que se va a utilizar, para posteriormente, determinar el

rendimiento, o la cantidad de sdlidos totales en el extracto.

La determinacion de sdlidos totales para determinar el rendimiento se lleva a cabo
quitando el exceso de disolvente mediante la destilacion simple o la destilacion a
presion rédt_.lcida. Los sdlidos resultantes, se colocan en un recipiente (el cual con
ahticipacién se encuentra a peso constante) y se secan por evaporacion, hasta
alcanzarﬂ peso: constante, los cuales se determinan en una balanza analitica o

semianalitica.

Los calculos se realizan por diferencia de peso:

Rendimiento =  Sdlidos totales x 100 / Cantidad de material vegetal utilizada

TERIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Apéndice 2
Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer
(Barry y Thornsberry, 1987; Vanden Berghe y Viietnick, 1991).

Este método se utilizara para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana
de los compuestos puros y de las fracciones producto de las separaciones

cromatograficas, la metodologia sera la siguiente:

Medio.
Se utilizara como medio de cultivo estandar el agar Mueller-Hinton (Bioxon 110-1),

ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos
clinicamente significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un
espesor uniforme de 4 mm. Si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir mas
en direccidn lateral, aumentando el tamano de las zonas de inhibicion; un agar de
mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusidon del antibidtico hacia abajo,
con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicion.

Inéculo.
Con un hisopo estéril de poliéster se tocaran las superficies convexas de 4 o 5

colonias - de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar
(Escheﬁchia coli, Salmonella thypi, etc.). Se sumerge el hisopo en 3 ml de caldo
tripteina s'oya (Bioxon Ill), se enjuaga bien el liquido para descargar todo el
mafe}iai y-.luego se retira el hisopo. Incubar el tubo de cultivo a 37°C durante
aproximadaijnéhte 2 a 3 horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente
al es't‘éhdéf:fN?.--O.'sy de MacFarland. Esto equivale a una concentracion de

aproximada'r'ﬁé}nbteflﬁ x 10® bacterias/ml.
El estandar 0.5 de McFarland se prepara aftadiendo 0.5 m! de sulfato de bario a

99.5 ml de H280, 0.36 N. (Hendrickson, 1987). La comparacién de la turbidez
entre el estandar y el caldo con e! organismo en estudio se puede efectuar
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observandoios contra una cartulina blanca con lineas negras horizontales, o en su
defecto en un espectrofotometro (Spectronic 21 Milton Roy) a 660 nm.

Si la suspension de organismos es mas turbia que el estandar, se afade solucidon
salina hasta igualarlas. Una vez logrado lo anterior, se sumerge un segundo
hisopo de poliéster, estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo
se elimina el exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del
tubo. Con este hisopo se inocula la superficie de una placa de agar de Mueller-
Hinton. Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente; es
aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la evaporacion de
cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se siembra
mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en
angulos de aproximadamente 60° luego de cada estria.

Una vez seco el indculo, la placa de Mueller-Hinton esta lista para la aplicacion de
las muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

Aplicacion de sustancias.
Para este caso, se utilizaron sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel
whatman del N° 5. En todos los casos se haran las diluciones necesarias para que

los sensidiscos tengan la concentracion deseada de producto.

Al llerv‘a’r a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustahcias a evaluar se colocan en ia superficie del agar manualmente, utilizando
una plnza estéril y deben colocarse por lo menos a 22 mm uno de otro y a 14 mm
del borde de la placa para evitar que las zonas de inhibicidn se superpongan o se
extlendan 'hasta el margen de la placa. Los sensidiscos se deben presionar
suavem 'nte',r con. una ‘punta de la pinza, cuidando de no moverlos una vez

colocados en su. lugar Sobre cada sensudlsco se coloca la concentracion de cada

extracto a evaluar
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Preparacion de muestras.
En cuanto a la evaluacion de las fracciones, los sensidiscos se impregnaron con

soluciones valoradas de las muestras hasta llegar a la concentracion deseada de
sustancia por disco; en este caso, se utilizaran diferentes solventes para
solubilizar los compuestos, y posteriormente impregnar los discos dejando

evaporar el solvente durante 12 horas.

Controles negativos.
Discos a los que se les agregara el solvente empleado para disolver el problema,

dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que los experimentales).

Control positivo.
Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales a sensidiscos con 30 pg

de cloramfenicol (Barry y Thornsberry, 1987).

Incubacién. e

Una  vez preparadas cbﬁvenientemente las placas para la prueba de
susceptlbllldad se Ies‘colo ara en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51
in mayor tensnon de COZ. Es preciso evitar presion de

con termostato) a 35.°C
CO; debido a

: _6 ‘del pH. EI desarrolloc de algunos
- , lo cual tiende a estrechar falsamente ia
actividad de diversos antibioticos puede aumentar

o dlsmm r o uciéndose diferencias en las velocidades de

dIfUSIOFl Y. alteracno es de las:zonas de inhibicion. Se incuban siempre placas con

dxscos sm sustancna a evalua como control (control negativo).
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Interpretacién de resultados.

Las zonas de inhibicion se mediran con una regla de calibracion en milimetros. En
todos los casos, esta prueba se hara por triplicado y se reportaran los valores

promedio.
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Apéndice 3
Determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMIl) y de

concentracion bactericida minima (CBM)

Método de macrodilucion en caldo (Jones et al.,, 1987 modificado por

Avila, 1996).

Preparacion de reactivos y diluciones.

La solucién antimicrobiana de trabajo se prepara diluyendo la droga en el caldo de
Mdueller-Hinton a la mayor concentracion final deseada. La prueba se realiza en
tubos de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodon.
Para un pequefio nimero de pruebas se preparan diluciones al doble directamente
en los tubos, del modo siguiente: Se colocan 2 ml de solucién de trabajo de la
droga en el primer tubo de la serie de diluciones. En cada uno de los tubos
restantes es afiadido 1 ml de caldo de Mueller-Hinton. Con una pipeta esterilizada
se transfiere 1 ml del primer tubo al segundo. Después de mezclar bien el
contenido del“ysegundo tubo, se transfiere 1 ml con una pipeta diferente (en esta
transferéncia y en todas las sucesivas) al tercer tubo. El proceso continua hasta el
penuitimo tubol;‘a;l qué se le quita 1 ml que se descarta. Ei ultimo tubo no recibe
agente antimidébiano y sirve de control de crecimiento. Las concentraciones
finales de antlmlcroblanos en esta prueba son iguales a la mitad a la serie inicial
de dilucion;, debldo al agregado de una concentracidén igual de indculo en caldo.

cubacnon de los tubos.
éculo que contenga 10° a 107 UFC/mI (unidades formadoras de

ndo la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se
r o} 5 de McFarland y diluyendo luego 1:200 en caido). Anadir a
'del |noculo ajustado. Incubar los tubos a 35 °C durante 16 a 20

Inoculaciéon e

cada tubo |
horas. No se recomlenda la incubacion en atmosfera de COz; a menos que sea

esencial para el desarrollo del microorganismo.
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Interpretacion de resultados. )
La menor concentracidon de antimicrobiano que produce una inhibicion completa
del desarrollo visible representa la Concentracién Minima Inhibitoria (CIiM). Una
turbidez muy ligera o un pequefio botén de desarrollo o turbidez definida se
considera evidencia de que la droga ha sido incapaz de inhibir por completo el

desarrollo a esa concentracion.

Determinacion de la concentracion bactericida minima (Finegold y Jo Baron,
1989).

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se
realiza la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de diluciéon
en caldo. Cuando la suspension inicial del microorganismo es inoculada en los
tubos de caldo, se toma una alicuota del tubo de control de crecimiento
inmediatamente después de ser sembrado, la cual se inocula en una placa de
agar de Mueller-Hinton para determinar el numero real de unidades formadoras de
colonia (UFC) del indculo. Este niumero se obtiene al contar las colonias presentes
luego de la inoculacidn de la placa de agar hasta el dia siguiente y por

multiplicacion del factor de dilucion.

Luego que’ se ha determinado la CIM, se siembra una cantidad conocida del
inéculo ('u'fsuy’é’l‘mente 0.1 ml) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no
presehﬁaban"turbidez luego de la incubacion, en placas de agar Mueller-Hinton. El
m.'xr'hefd de‘ colonias que se desarrolla en estos subcultivos luego de incubar
durante 18 horas se compara con el namero de UFC/ml del cultivo original. En
aquello‘s'mbvos que no presentaban turbidez, los microorganismos permanecian
viableS'-oAbién. habian sido destruidos por el agente microbiano. Debido a que
incluso Iés’ ‘drogas bactericidas no siempre esterilizan totalmente una poblacion
bacterjaﬁa,’ ‘la’ minima concentracion del agente antibacteriano que permite
sobrevivir éfi menos de 0.1% del indculo original, se denomina Concentracion
Bactericida Minima (CBM).
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Apéndice 4

Técnica de microdilucién en caldo para determinar Ila
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion

bactericida minima (CBM)

(Koneman, 1985).

La técnica de microdilucion tiene el mismo principio que el método de dilucion en
caldo, anteriormente descrita. La diferencia radica, en que la susceptibilidad de los
microorganismos a los agentes antibacterianos se determina en microplacas de
ELISA con 96 pozos o concavidades estériles.

LLa microplaca se prepara colocando 50 ul de caldo Mueller — Hinton (Bioxon 260),
adicionado con un volumen fijo que contenga las diferentes concentraciones del
extracto, la fraccion o el compuesto a probar. Se tapa la placa y se deja reposar 24
hs, para que se evapore el solvente en el cuzi se disolvié la sustancia a evaluar.

El indculo se prepara para que contenga 10° UFC/m! (unidades formadoras de
colonia/ml) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se
utiliza el estandar 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1:200 en caldo). En cada
uno de los pozos de la placa de ELISA, ya preparada con las diferentes
concentraciones de la sustancia a evaluar, se colocan 50 ul de la suspensidn

bacteriana.

Una vez preparada la placa, se incuba a 35 °C durante 18 horas.

20




Después del tiempo de incubacién se afade a cada concavidad 50 pl de una
solucion al 0.8% de TTC. Se deja incubar 30 minutos a 35 °C. El crecimiento
bacteriano se observa en los pozos que desarrollan una coloraciéon morada,
puesto que el colorante es reducido a formazan, produciendo un botén de color
rojo — purpura visible en el fondo del pozo. En contraste, donde no hay desarrollo

bacteriano, la solucion permanece clara.
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Apéndice 5

Técnica de bioautografia para el revelado de placas

cromatograficas.

(Hamburger y Cordell, 1987).

El método bioautografico sirve para localizar la actividad antibacteriana de los
diversos componentes de una placa cromatografica. Para realizar el bioensayo
una suspension de microorganismos es rociada en un cromatograma vy
posteriormente se incuba en una atmodsfera humeda para permitir el crecimiento

bacteriano.

Las zonas de inhibicion son visualizadas por el cambio de color de diversos
reactivos sensibles a la actividad de la deshidrogenasa, como diversas sales de
tetrazolio. Las bacterias metabodlicamente activas convierten dicho compuesto en
formazan, el cual presenta una intensa coloracién (rojo — purpura) haciendo
bonrti'a"éte” con los compuestos antibacterianos presentes en la placa

cromatografica que se observan como zonas incoloras.

Preparacién de cromatogramas.

Los cromatogramas se desarrollan en la fase moévil apropiada para cada caso. Se
dejan secar para que al realizar el bioensayo no contengan residuos de solventes
que den falsos positivos. Generalmente se revelan en luz UV para marcar con

lapiz los diversos componentes de la ccf.

Inoculo bacteriano.
Se prepara un indculo que contenga 10° a 107 UFC/mi (unidades formadoras de

colonia/ml) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se
utiliza el estandar 0.5 de McFarland y diluyendo luego 1:200 en caldo).




Realizacién del bioensayo.
El cromatograma se coloca en una caja de petri vacia y estéril y se rocia con el

inoculo bacteriano y se deja incubar por 24 hs a 37°C. Posteriormente |la placa se
rocia con una solucién acusa (20 mg/ml) del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC)

y se incuba 4 horas a 37°C, para permitir el desarrollo de la coloracion.

Las zonas de inhibicidn se observan claras en contraste con el fondo que
desarrolla una coloracién rojo-purpura, permitiendo ta facil localizacion de los

combuestgs ‘con actividad antibacteriana.
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