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1. RESUMEN

El conocimiento tradicional de los grupos humanos sobre los recursos vegetales
contribuye a enriquecer el conocimiento en el campo de las plantas medicinales, el
cual ha sido asociado a paises con alta diversidad biolégica y cultural, como lo es
el caso de México. La localidad de Tlayacapan, localizada en el estado de Morelos,
cuenta con una variedad de microclimas, lo que la hace muy atractiva para diversos
estudios biologicos y etnobotanicos. L. leucocephala (guaje blanco) y L. esculenta
(guaje rojo) (Fabaceae) son especies popularmente conocidas como “guajes” en
México y particularmente usadas por habitantes de la localidad de Tlayacapan como
recursos alimenticios y medicinales para aliviar padecimientos relacionados al
aparato digestivo. El objetivo del presente trabajo fue la determinacion fitoquimica
de los principales grupos de metabolitos secundarios, asi como la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de extractos de semillas de ambas especies de guaje de la

localidad de Tlayacapan, Morelos.

Los extractos fueron obtenidos por la técnica de maceracion y concentrados a
presion reducida. Respecto a la actividad antimicrobiana se llevaron a cabo las
técnicas: difusion en agar, microdilucion en caldo y bioautografia. Se utilizaron un
total de 25 cepas bacterianas. Para la determinacion fitoquimica se realizaron
diversas técnicas cromatograficas tales como: cromatografia en columna abierta,
cromatografia en capa fina y cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC),
ademas de la determinacion colorida de grupos de metabolitos secundarios con
reactivos especificos. Por otro lado, se emplearon técnicas espectroscépicas para

la elucidaciéon de los productos naturales de interés presentes en las muestras.

Para los bioensayos, los extractos metandlicos de semillas del guaje blanco y rojo,
presentaron los mayores rendimientos y la mayor actividad inhibitoria en contraste
de los demas extractos. Fueron inhibidas principalmente cepas de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli con halos de 7 a 10 mm en promedio y valores de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida Minima
(CBM) alrededor de los 2000 a los 4000 pg/mL respectivamente. Mediante técnicas

coloridas se evidencio presencia de alcaloides, triterpenos, esteroides, fenoles,
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monoterpenos y saponinas los cuales diversos autores indican con potencial
antimicrobiano. Como resultado del fraccionamiento biodirigido, fueron
seleccionadas 6 subfracciones que presentaron actividad antimicrobiana sobre S.
aureus y E. coli para realizar andlisis en el HPLC. En dichas muestras se
reconocieron compuestos fendlicos como, quercetina, diversas catequinas,
apigeninay acidos fendlicos, los cuales tienen diversos reportes de poseer actividad
antimicrobiana. Por ultimo, fue aislado el D-pinitol del extracto metandlico de
semillas de L. leucocephala sin poseer actividad antimicrobiana sobre ninguna cepa
probada.

Debido a los resultados obtenidos, los extractos de semillas de ambas especies de
guajes tienen potencial antimicrobiano sobre cepas de interés meédico, lo que
contribuye a validar mediante un estudio biodirigido el conocimiento y uso tradicional

en la localidad de Tlayacapan, Morelos.



2. ABSTRACT

The traditional knowledge of human groups on plant resources contributes to
enriching knowledge in the field of medicinal plants, which has been associated with
countries with high biological and cultural diversity, such as Mexico. The town of
Tlayacapan, located in the state of Morelos, has a variety of microclimate's, which
makes it very attractive for various biological and ethnobotanical studies. L.
leucocephala (white guaje) and L. esculenta (red guaje) (Fabaceae) are species
popularly known as "guajes” in Mexico and used by the inhabitants of the town of
Tlayacapan as food and medicinal resources to alleviate ailments related to the
digestive system. The objective of this work was the phytochemical determination of
the main groups of secondary metabolites, as well as the evaluation of the
antimicrobial activity of seed extracts of both species of guaje from the town of

Tlayacapan, Morelos.

The extracts were obtained by the maceration technique and concentrated under
reduced pressure. Regarding antimicrobial activity, the following techniques were
carried out: agar diffusion, broth microdilution and bioautography. A total of 25
bacterial strains was used. For the phytochemical determination, various
chromatographic techniques were performed such as: open column
chromatography, thin layer chromatography and high performance liquid
chromatography (HPLC), in addition to the colorful determination of secondary
metabolite groups with specific reagents. On the other hand, spectroscopic
technigues were used to elucidate the natural products of interest present in the

samples.

For the bioassays, the methanolic extracts of white and red guaje seeds presented
the highest yields and the highest inhibitory activity in contrast to the other extracts.
Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains were mainly inhibited with halos
of 7 to 10 mm on average and values of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) around 2000 to 4000 pg/mL,
respectively. Using colorful techniques, the presence of alkaloids, triterpenes,

steroids, phenols, monoterpenes and saponins was evidenced, which various
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authors indicate have antimicrobial potential. As a result of the biodirected
fractionation, 6 subfractions that presented antimicrobial activity against S. aureus
and E. coli were selected for HPLC analysis. Phenolic compounds such as quercetin,
various catechins, apigenin and phenolic acids were recognized in these samples,
which have various reports of having antimicrobial activity. Finally, D-pinitol was
isolated from the methanolic extract of L. leucocephala seeds without having

antimicrobial activity on any tested strain.

Due to the results obtained, the seed extracts of both gourd species have the
antimicrobial potential strains of medical interest, which contributes to validate the
knowledge and traditional use in the town of Tlayacapan, Morelos, through a bio-
directed study.



3. INTRODUCCION GENERAL

La humanidad desde milenios ha utilizado diferentes recursos naturales para cubrir
sus necesidades bésicas, sobresaliendo los vegetales como fuente alimenticia y
medicinal. El uso terapéutico de las plantas estd normalmente ligado a paises con
ricas bases culturales y de alta biodiversidad, como el caso de China, Brasil o
México (Biodiversidad Mexicana, 2021). Estos recursos, suelen ser el instrumento
base para la medicina tradicional contribuyendo a la prestacion de servicios de salud
a nivel mundial (OMS, 2013). Se calcula que el 70 a 80% de los habitantes del
planeta cubren sus necesidades primarias de salud con remedios tradicionales
vegetales (OMS, 2013; Royaka et al., 2014). Es importante mencionar que en el
mundo hay un aproximado de 400,000 especies de plantas, de las cuales solo son
empleadas como medicinales de 20,000 a 55,000 especies; de todas ellas, solo el
15 0 20% han sido evaluadas respecto a sus propiedades biolégicas (Soejarto et
al., 2005; Abreu et al., 2008; Biodiversidad Mexicana, 2021; Encyclopedia of Life,
2021).

Llorente y Ocegueda (2008) en su obra “Capital Natural de México” indica que
México es considerado un pais “megadiverso”, ya que forma parte del selecto grupo
de naciones poseedoras de la mayor cantidad y diversidad de animales, plantas, y
grupos étnicos. Cifras de Biodiversidad Mexicana (2021) indican que el pais posee
alrededor del 12% de la diversidad mundial de especies y para el caso de plantas
vasculares la nacion se ubica en 5° lugar a nivel mundial con un total de 23,424
especies aproximadamente. Respecto a la cantidad de grupos culturales, El Instituto
Nacional de los Pueblos Indigenas (2020), reporta un total de 68 etnias, lo que
representa un 6.5% de la poblacion del pais con un aproximado de 8,000,000 de

habitantes indigenas.

México es un pais con una amplia tradicion en el uso de plantas medicinales que
representan un conjunto de conocimientos y practicas basadas en la
experimentaciéon empirica por sus pueblos indigenas; la cual requiere de una
corroboracién tanto quimica como biolégica, con el fin de brindar un uso seguro para

la poblacion (Viesca, 1999). Se calcula que la flora medicinal mexicana contiene
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entre 5,000 y 10,000 especies de plantas con potencial terapéutico benéfico
(Aguilar, 1999; Lozoya, 1994; Zolla, 2020), de las cuales Ocegueda et al., (2005)
indica que 4,000 especies tienen efectos empiricos comprobables y que en la
actualidad cerca de 20 millones de habitantes recurren a las plantas como Unico
recurso medicinal, por lo tanto combinar el conocimiento popular con el cientifico
puede ser una buena alternativa para los planes de salud (BDMTM, 2016; Zolla,
2020).

El género Leucaena, perteneciente a la subfamilia de las Mimosoideae de la familia
Fabaceae, cuenta con 24 especies reportadas de arboles y arbustos, distribuidos
de Texas, EE. UU. a Peru (Zéarate, 1994). Popularmente en México son conocidos
como guajes, donde algunas especies tienen frutos y semillas utilizadas
principalmente para la alimentacion, vivienda y terapéutica de diversas etnias del
territorio mexicano (Zéarate, 1994; Zolla, 1980; Rojas et al., 2001). De igual manera,
son usadas en alimentacion forrajera animal, en abonos verdes, conservacion de
suelos, semillas para collares, fuente vegetal de aceite combustible para energia,
entre otros (CONABIO NaturaLista, 2015).

L. leucocephala (Lam.) de Wit.

Especie mejor conocida como guaje blanco o verde, es un arbol de crecimiento
rapido, nativo de la Peninsula de Yucatan y con distribucién en casi todo el territorio
mexicano, sobre todo en la parte sur del pais (fig. 1) (SIRE-CONABIO, 2010 y
Zarate, 1987). Alcanza una longitud que va desde 1 hasta 6 m de altura, pero puede
llegar a medir hasta 20 m y tener un diametro de 15 a 40 cm (Zarate, 1994). El follaje
es perennifolio y la floracién y fructificacion puede ocurrir todo el afio dependiendo
de la disponibilidad de agua siendo que los frutos maduran de marzo a abril
principalmente (SIRE-CONABIO, 2010 y Zéarate, 1987).
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Fig. 1. Distribucién en México de la especie L. leucocephala. Tomado de Zarate (1994).

La especie puede reconocerse por presentar flores blancas en cabezuelas, mas de
10 pares de pinnas, foliolos elipticos, de 2-4.5 mm de largo, glandulas del peciolo
obovadas o elipticas. El fruto es una vaina oblonga color café de mas de 11 a 25

cm de largo y las semillas estan ubicadas transversalmente o en forma oblicua (fig.

2A-D) (Vibrans, 2011).

Fig. 2. Estructuras vegetales del guaje blanco L. leucocephala. A. Hojas compuestas. B. Flores
blancas en cabezuelas. C. Fruto tipo vaina oblonga color café. D. Semillas cafés aplanadas.
Imagenes tomadas de sitios web: CONABIO NaturaLista (2015) y CONAFOR (2016).



L. esculenta (Moc. Et Sessé ex Dc.) Benth.

Especie distribuida en el centro del pais (fig. 3), es conocida como guaje rojo o
colorado, es un arbol de 4 a 12 m (hasta 15 m) de altura; 35 cm de didmetro. Es un
arbol caducifolio, la caida de las hojas inicia en enero y se extiende hasta abril. La
floracion tiene una duracion de 7 meses, y se presenta de julio a enero; el pico de
floracion se presenta en los meses de noviembre y diciembre. Los frutos jovenes se
presentan desde noviembre, aunque su madurez se alcanza de diciembre a abril
(SIRE-CONABIO, 2010 y CONAFOR, 2016).

——— T T
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Fig. 3. Distribucion en México de la especie L. esculenta. Tomado de Zarate-Pedroche (1994)

Esta especie posee hojas bipinnadas de 30 a 40 pares de pinnas, foliolos de 3.5-
6.5 mm de largo, glandulas oblongas entre el primer par de pinnas (Zarate, 1994 y
Orwa et al., 2009). Tiene flores blancas en cabezuelas globosas y olorosas de 25-
28 mm (BDMTM, 2016). Los frutos son vainas de 10 a 15 cm de largo color café-
purpureo con 15 a 20 semillas color marrén brillante (fig. 4A-D) (CONAFOR, 2016).



Fig. 4. Estructuras vegetales del guaje rojo L. esculenta. A. Hojas compuestas. B. Flores blancas
en cabezuelas. C. Fruto tipo vaina oblonga color café rojizo. D. Semillas café rojizas abultadas.
Imagenes tomadas de sitios web: CONABIO NaturaLista (2015) y CONAFOR (2016).

Estudios etnobotanicos y fitoquimicos de México hechos en Morelos, Oaxaca y
Guerrero principalmente, reportan efectos afrodisiacos, eupépticos, antisépticos,
antiparasitarios (Zarate, 1987; Zarate, 1994) y antimicrobianos (Peralta et al., 2017;
Sepulveda et al., 2018; Mora et al., 2021) de extractos de hojas y semillas de L.
leucocephala y L. esculenta principalmente (Roméan, 2015). Dichos efectos seran
abordados a profundidad durante el trabajo y también en el Ultimo capitulo
correspondiente al articulo de revisidbn de las especies del género Leucaena

presentes en México.
Area de estudio

Morelos ocupa el 0.25% del territorio mexicano y en €l se registra un 10% de las
plantas vasculares reportadas para el pais. El municipio de Tlayacapan se ubica en
la region Noreste del estado (fig.5) y esta geograficamente embebida entre dos
regiones consideradas como centros de endemismos: el Eje Neovolcanico y la
Cuenca del Balsas (fig. 6) (CONABIO Y UAEM, 2006), ademas contiene una gran
gama de microclimas, lo que hace a la region de Tlayacapan muy atractiva para
estudios bioldgicos y de forma particular para estudios etnobotanicos. En la zona,
la vegetacion es fundamentalmente boscosa en las partes altas del Municipio,
abundan los arboles de encino, ocote, laurel y tepeguaje, en la parte media abundan
los arboles de cazahuate, pochote, palo dulce, copal, fresno, guaje colorado, zapote

blanco y negro, chirimoyo, aguacate, limén, guayabo, ciruelo, y en la parte baja o




sea a la altura del ejido, mangos, mameyes, limones, naranjas, platanos, anonas y

chicos (Secretaria de Desarrollo Agropecuario, 2012).

MORELOS

DISTRITO

. FEDERAL MEXICO

MEXICO

PUEBLA
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‘

Fig. 5. Municipio de Tlayacapan en la zona Fig. 6. La localidad de Tlayacapan se ubica
Noreste del estado de Morelos. Imagen entre la cuenca del Balsas y el eje Neovolcanico.
tomada de Enciclopedia de los Municipios y Al sureste el corredor Chichinautzin (izquierda).
Delegaciones de México, 2016. Imagen tomada de GoogleEarth, 2021.

Problematica social

Es importante recalcar la incidencia de enfermedades de origen infeccioso en la
zona. Para el estado de Morelos, los Servicios de Salud (Fragoso-Velazquez, 2012)
del estado reportan una tasa de mortalidad infantil del 2.6 % por causa de
infecciones relacionadas al aparato digestivo en el 2010. Particularmente, el
municipio de Tlayacapan no presenta una mortalidad general (de todos los estratos
poblacionales) elevada respecto a la totalidad del estado, la mortalidad infantil se
ubica dentro de los 6 municipios con mas pérdidas por afio y el que tiene mayores
pérdidas anuales en nifios de 5 afios por enfermedades diarreicas. Lo anterior
debido a las condiciones de salud con las que se cuentan en la zona, por lo cual el
mismo sector salud recomienda acciones preventivas para disminuir las muertes

por esta causa en los nifios de 5 afios y menores.

Para la realizacion de estudios de bioprospeccion, los estudios etnodirigidos
representan una excelente opcion ya que las plantas que son utilizadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades son colectadas
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y analizadas, partiendo del hecho que han sido sometidas a un monitoreo empirico
a través del tiempo por las comunidades autoctonas, informando, ademas, la forma

de uso, parte y cantidades empleadas (Hernandez-Delgado, 2004).

En 2015 Roman llevé a cabo un estudio etnobotanico en la zona de Tlayacapan,
obteniendo un listado de especies donde se identificaron 162 con uso medicinal,
contra 36 consideradas como comestibles, estos datos revelan que el uso
terapéutico de las plantas fue la categoria mas importante para este municipio. De
igual manera, Roman (2015), indicé que las semillas de dos especies del género
Leucaena fueron consideradas por los habitantes de la zona, de las mas usadas
para curar afecciones de posible origen infeccioso en forma de infusion. En el
municipio se ubica L. leucocephala y L. esculenta las cuales son llamados
popularmente como guajes (blanco y rojo respectivamente) y ambas especies son

nativas de México.

Debido a que existe un renovado interés en la flora medicinal por ser fuente de
nuevos medicamentos y por el desconocimiento en el campo de las plantas
medicinales, los estudios etnobiolégicos son de suma importancia ya que
contribuyen a la recopilacién del conocimiento ancestral de comunidades indigenas
y dan la pauta a la comprobacion cientifica de las propiedades que se le atribuyen
a cada organismo, siendo en este caso la actividad antimicrobiana. Por ello el
presente trabajo se centra en la evaluacién de la actividad antimicrobiana de
extractos de semillas de L. leucocephala y L. esculenta, asi como en la
determinacidn fitoquimica de los principales grupos de metabolitos secundarios de

ambas especies de guaje de la localidad de Tlayacapan, Morelos.
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4. ANTECEDENTES

L. esculentay L. leucocephala son dos de las especies del género que cuentan con

mas estudios a nivel mundial, ambas son mexicanas, de amplia distribucion y de

diferentes usos, ya sean comestibles, medicinales o agroforestales (tabla 1).

Tabla 1. Contribucion cronolégica de algunos estudios etnobotanicos, antimicrobianos y fitoquimicos

de especies del género Leucaena.

Referencia

Especie

Pais de
referencia

Aportacién

Zarate, 1994

L. esculenta

México

Se utiliza como afrodisiaco, eupéptico,
para la gastralgia y males relacionados
al aparato digestivo.

Galindo et al.,
1995

L. leucocephala

Cuba

En rumiantes fue suministrada la
planta junto con su dieta diaria dando
como resultado el aumento de
bacterias celuloliticas.

Nwe et al., 2001

L. leucocephala

Myanmar

Efecto antibacteriano de extractos de
hojas sobre Vibrio cholerae y Shigella
flexneri. La infusion se reporta para el
tratamiento de infecciones del
estbmago, para la diarrea y como
diurético.

Aderibigbe et
al., 2011

L. leucocephala

Nigeria

Efecto antimicrobiano de la porciéon
aceitosa de las semillas con efectos
significativos sobre cepas bacterianas
Gram positivas y negativas,
dependientes de la concentracion.

Mathur et al.,
2013

L. leucocephala

India

Actividad antimicrobiana de extractos
alcohdlicos y acuosos de hojas sobre
Staphylococcus aureus, Candida
albicans Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa.

Roman, 2014

L. esculentay L.

leucocephala

México

Contenido de compuestos fendlicos en
semillas frescas de ambas especies de
guaje como: taninos, flavonoides y
antocianinas.
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Roman-Salazar,
2015

L. leucocephala

L. esculenta

México

Usos medicinales para tratar
afecciones del estomago e higado en
la localidad de Tlayacapan, Morelos.

Savita y Preeti,
2015

L. leucocephala

India

Se evaluo el efecto antimicrobiano de
las hojas para tres diferentes solventes
(metanol, acetona y cloroformo)
obteniendo efecto inhibitorio para E.
coli y Bacillus subtilis.

Abu et al., 2016

L. leucocephala

Malasia

Actividad antimicrobiana sobre cepas
bacterianas Gram  positivas y
negativas.

BDMTM, 2016

L. esculenta

México

Reportada para tratar el dolor de
estbmago e infecciones del aparato
digestivo, remedio contra la indigestion
y usada para “abrir’” obstrucciones.
También se utiliza para eliminar
amibas.
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5. JUSTIFICACION

Considerando principalmente, uno, que existe una gran diversidad de metabolitos
en las plantas; dos, un renovado interés en la flora medicinal por ser fuente de
tratamientos meédicos y tres, la problematica de la creciente tasa de infecciones
bacterianas y la resistencia de éstas, la realizacion de ensayos biologicos vy
fitoquimicos contribuye ademés de al acervo de informacién nacional, a la

identificacion de posibles moléculas activas de interés médico.

La presente investigacion es trascendente porque se llevé a cabo con semillas de
L. leucocephala y L. esculenta, estructura vegetal que tiene pocos reportes sobre
su actividad antimicrobiana, ademas de que son las partes usadas por la comunidad

de Tlayacapan, Morelos, lo que ayuda a validar su uso.

Dado lo anterior es importante evaluar la actividad antimicrobiana de las especies
de guajes reportadas como medicinales y caracterizar la composicion quimica de

los mismos.

6. HIPOTESIS

Debido a que las semillas de las especies de L. leucocephala y L. esculenta fueron
reportadas para el tratamiento de afecciones de posible origen infeccioso y que los
extractos de hojas de estas especies fueron descritos por tener efecto
antimicrobiano por los compuestos polares principalmente, se esperaria que los
metabolitos fendlicos contenidos en las semillas tuvieran actividad biolégica

importante para cepas microbianas de interés médico.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de L.
leucocephala y L. esculenta de la localidad de Tlayacapan, Morelos mediante un
estudio de bioprospeccion.
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CAPITULO I.

REVISION DEL GENERO Leucaena

Como resultado del trabajo de gabinete y considerando la importancia de los
estudios integrales, se preparé un manuscrito en formato “articulo de revisiéon” que
sera enviado a una revista indexada para su posterior publicacion, el trabajo lleva
por titulo: “Especies del género Leucaena (Fabaceae) en México: Una revision
de su actividad antimicrobiana, mecanismos de accidn, etnoboténica y
fitoquimica. Species of the genus Leucaena (Fabaceae) in Mexico: A review of
its antimicrobial activity, mechanisms of action, ethnobiology and

phytochemistry”, el cual se presenta a continuacion.
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Especies del género Leucaena (Fabaceae) en México: Una revision de su actividad
antimicrobiana, mecanismos de accidn, etnobotanica y fitoquimica

*a\ora-Villa, M. A., 2Serrano-Parrales, R., ®Jiménez-Estrada, M., ‘Lira-Saade, R., ®Hernandez-
Delgado, T.
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Universidad Nacional Auténoma de México, Av. De los Barrios No. 1, Los Reyes lztacala,
Tlalnepantla 54090, Estado de México, México.

RESUMEN

Las enfermedades infecciosas estan entre las primeras causas de mortalidad a nivel mundial.
Para lidiar con ello, se ha retomado la bldsqueda de principios activos en las plantas. Este
trabajo presenta una revision de la literatura sobre el estado del conocimiento de las
propiedades del género Leucaena contra agentes causantes de estas enfermedades. EI género
consta de 24 especies de arboles y arbustos, 13 de ellas presentes en México. Ademas de ser
un recurso alimenticio y forrajero, seis especies en el pais son reportadas como medicinales:
L. collinsii, L. esculenta, L. lanceolata, L. leucocephala, L. macrophylla y L. pulverulenta.
De éstas, L. collinsii, L. esculenta y L. leucocephala tienen estudios de sus caracteristicas
antimicrobianos in vitro sobre diferentes cepas de interés médico. Las hojas y semillas son
las partes mas utilizadas para aliviar distintas dolencias, sobre todo infecciones
gastrointestinales por parasitos o bacterias. En los extractos polares de estas especies, se
identificaron compuestos fenolicos, saponinas y alcaloides con propiedades antimicrobianas
los cuales afectan la permeabilidad de la membrana, la activacion enzimaética, sintesis
proteica, etc. Con base en el potencial antimicrobiano de estas especies, estudios
etnobotanicos, fitoquimicos y de actividad bioldgica son fundamentales para contribuir en la
busqueda de nuevos farmacos.

Palabras clave: Leucaena, etnobotanica, fitoquimica, metabolitos secundarios,
antimicrobianos.
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Species of the genus Leucaena (Fabaceae) in Mexico: A review of its antimicrobial
activity, mechanisms of action, ethnobiology and phytochemistry

ABSTRACT

Infectious diseases are among the leading causes of mortality worldwide. To deal with this
problem, the search for active ingredients in plants has been resumed. This paper presents a
review of the literature on the state of knowledge of the properties of the genus Leucaena
against the causative agents of these diseases. The Leucaena genus consists of 24 species of
trees and shrubs, with 13 species known from Mexico. In addition to being a food and forage
resource, six species in the country are reported as medicinal: L. collinsii, L. esculenta, L.
lanceolata, L. leucocephala, L. macrophylla and L. pulverulenta. It should be noted that L.
collinsii, L. esculenta and L. leucocephala have in vitro antimicrobial studies on different
strains of medical interest. The leaves and seeds are the most used parts to alleviate different
iliness, especially gastrointestinal infections due to parasites or bacteria. In the polar extracts
of these species, phenolic compounds, saponins, and alkaloids with antimicrobial properties
were identified, which affect membrane permeability, enzyme activation, protein synthesis,
among others. Based on the antimicrobial potential of these species, ethnobotanical,
phytochemical and biological activity studies are essential to contribute to the search for new
drugs.

Key words: Leucaena, ethnobotany, phytochemistry, secondary metabolites,
antimicrobials.

INTRODUCCION

Las enfermedades humanas tienen diferentes causales. Sin embargo, las provocadas por
agentes infecciosos son inquietantes por su contribucién a la mortalidad a nivel mundial. Si
bien, la mayor causa de defuncion en el mundo es la cardiopatia isquémica, responsable del
16% del total de muertes en el mundo, las infecciones y sobre todo de las vias respiratorias
inferiores siguen siendo la enfermedad transmisible mas mortal del mundo, situandose como
la cuarta causa de defuncion y en paises con bajos ingresos representa la segunda causa de
mortalidad (OMS, 2017; OMS 2018, OMS, 2020). Aunado a esto, el uso continuo de
farmacos promueve el desarrollo de resistencia antimicrobiana, con posibilidades de ser la
primera causa de mortalidad a nivel mundial para el 2030 (OMS, 2017; Flatley, 2019; Miethke
etal., 2021).

Para lidiar con dicha problematica, se ha retomado la busqueda de principios activos en los
recursos vegetales, ya que las plantas son materia de facil obtencién, manejo, pocos cuidados
y bajos costos para la mayoria de las comunidades humanas (Waizel, 2006); ademas, para el
70 a 80% de la poblacion mundial las plantas medicinales constituyen el sistema de atencion
primaria de salud. (OMS, 2013; Royaka et al., 2014). En el mundo hay un aproximado de
400,000 especies de plantas (374,000 spp.), alrededor de 90% (308,312 spp.) plantas con
flores (Christenhusz & Byng, 2016; Biodiversidad Mexicana, 2021; Encyclopedia of Life,
2021°). Se estima que entre 20,000 y 55,000 especies vegetales se han empleado
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medicinalmente (Soejarto et al., 2005), de las cuales solo una pequefia cantidad se ha
investigado para desarrollar medicamentos. De todas, solo el 15 a 20% de las plantas
terrestres han sido evaluadas (Abreu et al., 2008). Finalmente, se calcula que menos del 10%
de las plantas medicinales han sido estudiadas a fondo, considerando ensayos farmacoldgicos
completos (Akerele, 1993; Llorente & Ocegueda, 2008). En consecuencia, las plantas
medicinales representan un conjunto de materia prima para el descubrimiento de nuevos
farmacos.

Una de las estrategias para la obtencion de principios activos, que son generalmente producto
del metabolismo secundario de las plantas, se centra en la busqueda de los productos
naturales en los taxa mas diversos y utilizados en la medicina tradicional para el tratamiento
de enfermedades de origen infeccioso (Abreu et al., 2008). Cabe resaltar que se conocen mas
de 100,000 metabolitos secundarios y solo el 1% cuenta con estudios fitoquimicos (Bhalla et
al., 2005). Por su parte, 25 familias botanicas contienen mas del 50% de la diversidad, lo que
las hace excelentes para estudios de tipo biologico. Las familias Asteraceae, Poaceae,
Orchidaceae y Fabaceae representan el primero, segundo, tercero y cuarto lugares
consecutivamente en numero de especies en México (Villasefior, 2004).

Las leguminosas (Fabaceae) son una familia de plantas herbaceas, arbustivas o arboreas,
perennes y anuales, pertenecientes al orden Fabales. Constituyen un grupo de distribucion
cosmopolita asociada especialmente a climas calidos. Los miembros de esta familia se
reconocen principalmente por el fruto tipo legumbre, hojas compuestas y ndédulos asociados
a bacterias nitrificantes (Villasefior, 2004; Lewis et al., 2005; Watson y Dallwitz, 2008).

En la actualidad se han descrito e identificado aproximadamente 770 géneros y 20,140
especies. Un gran numero tiene importancia econdémica y cultural en el ramo alimenticio
(Phaseolus vulgaris, Pisum sativum y Lens culinaris), forrajero (Leucaena leucocephala,
Acacia farnesiana y Macroptilium atropurpureum), tintéreo (Indigofera spp.), industrial
(Genista tinctoria y Glycyrrhiza glabra), medicinal (Astragalus garbancillo, Caesalpinia
spinosa, Lupinus spp. y Senna spp. entre otras) y ornamental (Spartium junceum y Robinia
pseudoacacia) entre otros usos (Graham & Vance, 2003; Vibrans, 2010; Llamas & Acedo,
2016; Castafieda et al., 2017°; Stevens, 2017; Schikorr et al., 2019; Hasanuzzaman et al.,
2020).

Biologicamente, las especies de esta familia son importantes fijadoras de nitrégeno
atmosférico, transfiriéndolo al suelo gracias a las relaciones que mantienen con bacterias de
la familia Rhizobiaceae (en su mayoria), mediante nddulos en sus raices (Wunderlin,1982;
Sprent, 2001). Por otro lado, estas plantas albergan especies animales, con las cuales tienen
diversas interacciones biologicas. Tal es el caso de la relacion simbiotica de algunas especies
de hormigas con plantas del género Acacia, donde la leguminosa brinda casa y alimento y el
insecto proporciona proteccion a la planta ante depredadores (Graham & Vance, 2003).

Las interacciones bioldgicas y la fisiologia de las plantas dependen, en parte, de la
composicion quimica caracteristica de las especies de cada familia. Las especies de la familia
presentan gran diversidad de alcaloides (verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides)
como defensa ante la herbivoria. Uno de los mas caracteristicos es la mimosina, la cual es
considerado como un agente toxico y antinutriconal (Yik et al., 2011; NCBI, 2022). Ademas,
es comun la presencia de compuestos nitrogenados en las semillas (Garcia, 2009). Su riqueza
proteica y alta en compuestos glicosilados las hace importantes por el valor nutritivo de las

18



semillas. Compuestos fendlicos como los flavonoides estan presentes en la mayoria de las
especies de la familia, tales como kaempferol, quercetina y miricetina, ademéas de
protoantocianidinas y antocianinas que brindan color a las semillas y flores (Freire, 2006;
Garcia, 2009; Castafieda et al., 2017%).

Dentro de esta familia, se distinguen tres subfamilias con estrechas relaciones de evolucion:
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae o Faboideae. El género Leucaena es uno
de los 82 que tiene la subfamilia Mimosoideae. Su centro de origen fue en México y muchas
de las especies han sido utilizadas para la alimentacion, vivienda y terapéutica de diversas
etnias del territorio mexicano (Zolla, 1980; Zarate, 1994; Rojas et al., 2001). En estudios
etnobotanicos y fitoquimicos hechos en México, se reportan efectos afrodisiacos, eupépticos,
antiparasitarios y antimicrobianos de extractos de hojas y semillas de L. leucocephala y L.
esculenta principalmente (Zarate, 1987; Roman, 2015; Peralta et al., 2017; Sepulveda et al.,
2018; Mora et al., 2021). Pero, se carece de una evaluacion integral de los conocimientos
acumulados hasta la fecha.

La seleccion de la literatura para esta revision consistio en la busqueda organizada de datos
cientificos sobre etnobotéanica, actividad antimicrobiana y andlisis fitoquimicos de las
especies del género Leucaena (Fabaceae). Las bases de datos fueron: SciFinder
(https://scifinder.cas.org/), Scopus (http://www.scopus.com/), PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Google Scholars (http://www.scholar.google.com/)
y Scielo (http://www.scielo.org/), principalmente. La busqueda de articulos fue llevada a
cabo también en diversas editoriales y agregadores como: American Chemical Society,
Science Direct, Springer, Francis y Taylor, Wiley y BioMed Central, entre otras. Las palabras
utilizadas en los términos de busqueda tanto en espafiol como en inglés fueron: Leucaena,
metabolitos secundarios, analisis fitoquimicos, etnobotanica, composicion quimica y
actividad antimicrobiana. La literatura obtenida se cribo, eliminando articulos redundantes
gue se encuentran en diversas bases de datos. Se estudiaron los criterios de los articulos
seleccionados, considerando principalmente la tematica y que se centrasen en especies
mexicanas. Fueron consultados un total de 120 fuentes de informacion donde 80 fueron
articulos cientificos, 20 paginas oficiales y boletines especializados, 17 libros y/o capitulos
de estos y 3 tesis doctorales.

La presente revision muestra aspectos bioldgicos, etnobotanicos y fitoquimicos reportados
para las especies del género Leucaena en México haciendo énfasis en aquellas que han sido
evaluados in vitro por su actividad antimicrobiana en cepas de interés médico. Con base en
estas consideraciones, el potencial antimicrobiano de especies del género Leucaena fue
analizado destacando también el mecanismo de accion de sus metabolitos secundarios.

RESULTADOS Y DISCUSION
Género Leucaena Benth.

El género Leucaena consta de 24 especies de arboles y arbustos, distribuidos desde Texas,
EE. UU. hasta Pert. El centro de origen es México. Actualmente una especie tiene
distribucion pantropical debido a los fendmenos migratorios humanos e introducciones
dirigidas, sobre todo por ser forrajera y de rapido crecimiento: L. leucocephala (Grether et
al., 2006; Govindarajulu et al., 2011; Abair et al., 2019). Morfologicamente las especies del
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género son de habitos arbdreos o arbustivos. Las hojas de Leucaena son siempre bipinnadas
(de 2 a60) y pecioladas, varian en tamafio (de 5 a 30 cm). Existe siempre una o mas glandulas
foliares, las cuales pueden ser funcionales como nectarios extraflorales en hojas y tener
asociacion con varias especies de hormigas. Las inflorescencias son méas o menos esféricas;
consisten de numerosas flores con céliz y corola reducida, pero con numerosos estambres
vistosos de color blanco o amarillo, incluso rojizos, que dan esa forma globosa caracteristica.
El fruto es dehiscente en ambas suturas, comprimido y de consistencia membranacea a
cartacea. Las semillas son orbiculares o planas a biconvexas, castafio-rojizas o amarillentas;
la testa a veces estd endurecida y engrosada (Bentham, 1875; Zarate, 1994).

Popularmente en México son conocidos como “guajes”, esta palabra proviene del vocablo
nahuatl “huaxin” que significa “vaina” y del cual emana también el nombre de “Oaxaca” uno
de los 32 estados de México, y donde estas plantas son abundantes. (Zarate, 1994). Algunas
especies tienen frutos y semillas comestibles y son parte importante de la gastronomia local;
son usadas también en alimentacion animal, en abonos verdes, conservacion de suelos y son
fuente vegetal de aceite combustible (NaturaLista, 2015). Ademas de ser utilizadas como
recurso nutrimental, son un aporte medicinal importante; las hojas, los botones y las semillas
son las partes mas utilizadas para aliviar distintas dolencias, sobre todo referentes a
infecciones gastrointestinales por parasitos o bacterias (Zarate, 1987; Zarate, 1994; Zarate,
1999; Peralta et al., 2017; Zeineldin et al., 2018). Ademéas de la mimosina, agente
antinutricional y antimicrobiano (Hegarty et al., 1964; Tran et al., 2016), también es
reportado acido cinamico, 3-O-galato de epicatequina, 3-O-arabinofuranosido de quercetina,
3-O-ramnosido de quercetina y apigenina (Aderogba et al., 2010). Otros metabolitos
encontrados en las hojas, flores, vainas y semillas son: taninos, antocianinas, glicdsidos,
saponinas, terpenos, cumarinas esteroides y diversos compuestos fendlicos (Reda et al.,
2015; Savita & Preeti, 2015). En estudios antibacterianos, se reporta actividad de los
extractos de hojas y semillas de L. leucocephala, principalmente sobre cepas de Vibrio
cholerae, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (Nwe et al., 2001; Mathur et al., 2013; Savita & Preeti, 2015; Dago
et al., 2020), ademas de otras actividades biolégicas antimicrobianas importantes.

México tiene un total de 13 especies de guajes, distribuidas a lo largo del pais (Zarate, 1994;
Tropicos, 2022), algunas de ellas han sido estudiadas a fondo en varios &mbitos, otras, por el
contrario, carecen de estudios. En la tabla | se condensa la informacion correspondiente a las
especies mexicanas del género Leucaena y a continuacion se describe en detalla para cada
especie.

Leucaena collinsii Britton & Ros

Son éarboles de 3.5 a 10 m de alto; tienen corteza estriada de color pardo con lenticelas
prominentes de color ferrugineo; ramas cilindricas; pinnas (7-) 11-20 pares; foliolos (35-)
40-56 pares; la inflorescencia es color blanco crema o verdosa; el fruto es tipo vaina, pardo
0 rojizo oscuro, liso y con venacion poco prominente. Se distribuye en el estado de Chiapas,
México y en gran parte de Guatemala. Florece y fructifica de abril a julio y de julio a marzo,
respectivamente. La especie es conocida localmente como “guaje colorado”, “guash” o
“chijlip” (en tojolablal significa dulce). L. collinsii subsp. collinsii es la Unica subespecie
registrada en México (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021?).
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En Chiapas, las semillas tiernas y crudas se consumen para aliviar enfermedades
gastrointestinales, son reportadas como un agente antimicrobiano, especificamente como
antihelmitico (Zarate, 1999; De la Cruz et al., 2014) y antirreumatico (Zarate, 1994). L.
collinsii es utilizada mayoritariamente para alimentacion humana, uso forrajero, cerca viva,
lefia y fabricacion de utensilios (Argel et al., 1998; Pinto et al., 2005).

Quimicamente, en L. collinsii se encuentran taninos condensados (Osborne & McNeill, 2001;
Stewart & Dunsdon, 1998), polifenoles (Pinto et al., 2009) y carotenoides a y B (Yeverino,
1997). Los estudios in vitro con extracto metandlico de L. collinsii mostraron una relacion
entre su contenido de polifenoles y su actividad antihelmintica (AH) contra Haemonchus
contortus. El alto contenido de polifenoles parece aumentar la eficacia de los extractos de
plantas contra H. contortus, segun lo evaluado por el ensayo de inhibicién de exfoliacion de
larvas (LEIA) (Castafieda et al., 2017?).

Leucaena confertiflora Zarate

Son arbustos o arbolitos de 0.5 a 4.0 m de alto; con ramas cilindricas glabras; pinnas de 7 a
8 pares; foliolos oblongos de 12 a 27 pares; la inflorescencia se presenta en fasciculos
compactos con corola rojiza; la infrutescencia es subcoriacea o cartacea, morena rojiza
brillante; las semillas son aplanadas y de color rojizo oscuro. L. confertifolia se distribuye en
Oaxaca, Puebla y Veracruz, principalmente en zonas cultivadas o silvestres. Florece y
fructifica de enero a marzo y de junio a marzo, respectivamente. Es conocida por los
lugarefos como “guaje zacatzin”. L. confertifolia subsp. confertifoliay L. confertifolia subsp.
adenotheloidea son las dos subespecies registradas (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life,
20219).

En Chapulco, Puebla, las semillas son vendidas en los mercados para comerse crudas o en
guisos diversos (Zarate, 1994). Las vainas inmaduras son utilizadas como alimento
principalmente (Argel et al., 1998). No se conocen usos medicinales de esta especie. Se han
reportado taninos condensados en el extracto metandlico de las hojas (Dalzell et al., 1998;
McNeill et al., 1998; Dalzell & Shelton, 2002).

Leucaena cuspidata Standl.

Son arbustos o arboles de 1.5 a 5.0 m de alto; presentan ramas cilindricas glabras o pelosas;
pinnas de 5 a 9 (-14) pares; foliolos 15 a 40 pares (45); inflorescencia amarillenta globosa; el
fruto es glabro, oblongo, color moreno a rojizo claro; las semillas son oblicuas, moreno claro
a oscuro. Se distribuye desde Querétaro hasta las zonas boscosas del estado de Hidalgo.
Florece y fructifica de diciembre a mayo y de julio a noviembre respectivamente. Es conocida
por los lugarefios como “huaxi”, “efe” en nafi que significa “guaje”. L. cuspidata subsp.
cuspidata y L. cuspidata subsp. jacalensis son las Unicas subespecies registradas (Zarate,

1994; Encyclopedia of Life, 20217).

Su principal uso es el comestible, las semillas son consumidas crudas en tortillas (Zarate,
1994). Las vainas inmaduras son utilizadas como alimento, principalmente (Argel et al.,
1998). No esta reportado uso medicinal para esta especie. Las investigaciones indican la
presencia de proantocianidinas en el extracto metanolico de las hojas (Dalzell & Shelton,
2002).
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Leucaena diversifolia (Schltdl.) Benth.

Son arboles de 2 a 6 (-9) m de alto; tienen ramas cilindricas con corteza cinérea con lenticelas
abundantes, glabras; pinnas de 3 a 17 pares; foliolos de 18 a 20 (-60) pares; la inflorescencia
es globosa y blanca o color crema; el fruto es de tipo vaina, glabro y coriaceo, café rojizo
oscuro; las semillas son obovadas, ligeramente romas, moreno rojizas. La especie se
distribuye en Veracruz, asi como en el sur y occidente de México. Florece y fructifica de
abril a agosto y de agosto a enero respectivamente. Las comunidades que albergan a esta
especie la nombran como: ‘“guaje chiquito”, “guaje de pajaro” y “guaje blanco”. L.
diversifolia subsp. diversifolia y L. diversifolia subsp. stenocarpa son las Unicas subespecies
registradas (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021?).

Sus semillas son comestibles, la planta se utiliza principalmente como cerca viva, su follaje
para forraje de animales domésticos y su madera para la construccién (Argel et al., 1998).
Después de L. leucocephala, L. diversifolia es la especie mas cultivada a nivel mundial
(Cuchillo et al., 2018); sin embargo, no se conocen usos medicinales como en el caso del
guaje blanco.Se reportan taninos condensados en el extracto metanolico de las hojas (Stewart
& Dunsdon, 1998; Dalzell & Shelton, 2002).

Leucaena esculenta (DC.) Benth.

Son arboles de 4 a 15 m de alto; con corteza lisa, color gris claro brillante o parduzca; ramas
carinadas o cilindricas; pinnas de 18 a 32 (-65) pares; foliolos 39 a 64 (-85) pares; la
inflorescencia es blanca y globosa; el fruto es cartaceo, generalmente rojizo o pardo; las
semillas son obovadas, castafio rojizas o amarillentas. Se distribuye en la sierra Madre del
Sur, en la Depresion del Balsas, la Depresion Tehuacan-Cuicatlan-Quiotepec y las zonas de
la Alta Mixteca. Florece y fructifica de julio a marzo y de noviembre a marzo

9 ¢

respectivamente. Es nombrado por los pobladores como: “guaje de campo”, “guaje Castilla”,
“colorado” y “guaje r0jo” o en otros idiomas como: “oaxin”, “oaxin chichiltic”, “guashi”,
“efe”, “diiwa”, entre otros. L. esculenta subsp. esculenta, L. esculenta subsp. paniculatay L.
esculenta subsp. matudae son las tres registradas para esta especie. Algunas de las
caracteristicas como épocas de floracion y distribucion geogréafica varian considerando la

subespecie que se trate (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021%).

Las vainas, semillas, hojas y brotes tienen amplio uso como alimento, se venden crudas en
los mercados de las localidades y se usan para salsas 0 guisos. Se puede consumir seca y
tostada (Zarate, 1997). Medicinalmente las hojas y semillas son usadas como afrodisiaco,
eupéptico y para la gastralgia, siendo para enfermedades del estbmago y como antiparasitario
sus principales menciones (Peralta et al., 2017). Se usa la corteza molida topicamente para
las heridas que no cicatrizan o para “curar heridas dificiles” y para infecciones de la piel
(Zarate, 1999; Casas et al., 2001; Alonso et al., 2017). EI comer la semilla con frecuencia
fortalece los pulmones ante infecciones. Como contraindicacion se menciona que al consumir
las semillas crudas provoca la caida del cabello (Zérate, 1994).

Se encuentran taninos condensados en el extracto metandlico de hojas de la especie (Stewart
& Dunsdon, 1998; Osborne & McNeill, 2001; Dalzell & Shelton, 2002; Barahona et al.,
2003) y triptaminas en la corteza (Zarate, 1994). Resultados positivos por pruebas coloridas
demostraron presencia de alcaloides, saponinas, triterpenos y esteroides en los extractos de
semillas del guaje rojo (Mora et al., 2021).
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Los extractos acuosos y metanolicos de hojas del guaje rojo, tienen efecto significativo contra
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia (Tapia et al., 2003). Los extractos acuoso y
metanolico de las semillas es efectivo contra cepas bacterianas de E. coli y S. aureus con
halos de inhibicion microbiana (en la prueba de difusion en agar) de 16 mm en promedio, de
igual manera, fue efectivo contra Candida glabrata, una especie de hongo levaduriforme y
Aspergillus niger y Fusarium moniliforme, que son hongos filamentosos de importancia
médica (Mora et al., 2021).

Leucaena greggii S. Watson

Son arboles de 3 a 8 m de alto, glabrescentes; pinnas de 5 a 7 pares; foliolos de 15 a 30 pares;
con inflorescencia amarillenta; frutos apiculados, glabros o velutinos; semillas rojizas,
obovadas a rombicas. Su distribucion abarca los estados de Coahuila y Nuevo Leon. La
floracion y fructificacién ocurre de abril a julio y de julio a noviembre respectivamente
(Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021?).

Los usos centrales de L. greggii son como lefia y forraje para cabras y cerdos, debido a su
bajo contenido de mimosina y su alta tolerancia a las heladas (Argel et al., 1998; Dalzell,
2019). Funge como planta importante en sistemas agroforestales y silvopastoriles, después
de L. leucocephala, en la zona occidente de México (Martinez, 2005). En la literatura no se
ha reportado su uso medicinal. Se indica presencia de taninos condensados en el extracto
metanolico de las hojas (Stewart & Dunsdon, 1998; Dalzell & Shelton, 2002), asi como a y
B caroteno en el extracto hexanico (Yeverino, 1997).

Leucaena involucrata Zarate

Es arbol de 5 a 7 m de alto; presenta corteza grisacea parda con lenticelas amarillentas
orientadas horizontalmente; las ramas son cilindricas y glabras; con pinnas de 15 a 21 pares;
foliolos de 33 a 49 pares; las inflorescencias son globosas amarillentas; la infrutescencia es
cartdceo endurecida, color castafio claro; las semillas son subromboides comprimidas
lateralmente, color castafio oscuro rojizo. Solo se encuentra en una zona pequefia de Sonora,
por lo que es endémica del estado. Es conocida como “barra blanca” (Zarate, 1994;
Encyclopedia of Life, 2021%). Al ser una especie de distribucion restringida, no se cuentan
con suficientes colectas y estudios etnobotanicos correspondientes, por lo que se desconoce
su uso (Zarate, 1994).

Leucaena lanceolata S. Watson

Son arboles o arbustos de 1.5 a 6.0 (-12) m de alto, con ramas flexuosas, de glabras a pilosas;
pinnas de 2 a 6 pares; foliolos de 2 a 7 pares; inflorescencia crema; fruto linear oblongo rojizo
y brillante; las semillas son obovadas oblongas a elipticas, de color castafio rojizas. Crece a
lo largo de la costa del Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas. La floracion y fructificacion
ocurre de septiembre a junio y de junio a diciembre respectivamente. Se le conoce con
diversos nombres como “guajillo”, “bolillo”, “guaje sabanero”, “angelito”, entre otros. L.
lanceolata subsp. sousae y L. lanceolata subsp. lanceolata son las dos subespecies

registradas (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 20212).

La especie se utiliza como cerca viva, material de construccion, lefia y forraje de ganado,
aunado a esto, su tolerancia a la salinidad la hace potencialmente Gtil en sitios salobres y
calidos (Zarate, 1998; Argel et al., 1998). Se reporta también que la especie es muy visitada
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por las abejas Apis mellifera en busca de néctar y polen para la produccién de miel (Roman
et al., 2013). La hoja tierna y cruda se consume como quelite en la zona de Oaxaca; las
semillas de las subespecies de L. lanceolata varian en sabor, una es mas dulce mientras que
la otra es mas amarga (Zarate, 1994). Medicinalmente, las hojas tiernas y las semillas crudas
se utilizan para tratar diversas infecciones (Zarate, 1997; Zarate, 1999).

Quimicamente, las hojas son ricas en compuestos nitrogenados (Roman et al., 2013) y
taninos condensados (Stewart & Dunsdon, 1998). Es una especie estudiada en el ambito
nutricional para el ganado, pero no hay registros de estudios de indole farmacoldgico o
medicinal.

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

Son arboles glabrescentes de 3 a 6 (-12) m de alto; con ramas cilindricas; pinnas de 6 a 9
pares; foliolos de 9 a 18 (-24) pares; la inflorescencia es color blanco; el fruto es de tipo vaina
oblongo, café y liso; las semillas son obovadas, moreno rojizo claro a oscuro. Se distribuye
naturalmente en la peninsula de Yucatén, el istmo de Tehuantepec y a lo largo del golfo de
México. Naturalizada en todos los tropicos y ampliamente distribuida como planta cultivada.
Florece y fructifica a lo largo de todo el afio, dependiendo de la cantidad de agua disponible.
Es conocida localmente como: “guaje blanco”, “guaje verde”, “liliaque”, “liliak”, “guash”,
“huaxi”, “xaxim”. Tiene dos subespecies: L. leucocephala subsp. leucocephala y L.
leucocephala subsp. glabrata. (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021?). Esta es la especie

que cuenta con mas informacion en los aspectos etnobiolégicos, fitoquimicos y medicinales.

Las semillas tostadas son consumidas en tacos o como botanas; frescas se utilizan en varios
guisos y como parte de salsas, comidas o postres; las semillas maduras son usadas como
sustituto de café en varios pueblos de México (Lim, 2012). Son un importante recurso
agroforestal y fuente nutricional del ganado en muchas zonas ganaderas, ademas de
mejoradoras de suelos pobres por su asociacion con bacterias nitrificantes (Drumond &
Ribaski, 2010; Duefias et al., 2020). Es reportada actividad analgésica, anticancerigena,
antiinflamatoria, antihelmintica, antidiabética, antimicrobiana, entre otras (Lim, 2012). Las
hojas y las semillas son empleadas contra enfermedades infecciosas gastrointestinales, asi
como en enfermedades de la piel y parasitarias (Zarate, 1999). Se usa para eliminar paréasitos
nematodos de vida libre, como Caenorhabditis elegans (Ketzis, 2008).

Los estudios fitoquimicos reportan la presencia de flavonoides, saponinas, fenoles,
terpenoides (Revathi, 2018) y taninos condensados (Stewart & Dunsdon, 1998; Espinoza et
al., 2003). Algunos compuestos han sido identificados mediante GC-MS como: neofitadieno
(9.48%), octadecaeno (3.15%), 1-octadecieno (3.85%), fitol (52.51%) y hexacosano (7.26%)
(Umaru et al., 2018). Por otro lado, tres estudios fitoquimicos completos llevados a cabo por
Chung-Yiy Yau-Der (2010%?) y Chen y Wang (2011) encontraron poliprenoles y esteroides.
Los diez principales poliprenoles eran: ficaprenol-11, escualeno, lupeol, B-sitostenona, acido
transcumarico, &cido cis-coumarico, feofitina a, ester metilico de feoforbido a, 132-hidroxi-
(132-S) metil de feoforbido b y aristofil c. Ademaés, encontraron cuatro esteroides: 5a, 8a
epidioxi-(24¢&)-ergosta-6,22-dien-3p0l, pB-sitosterol, p-sitostenona y estigmastenona los
cuales fueron aislados de la parte aérea.

L. leucocephala. presenta actividad inhibitoria sobre E. coli (Ketzis, 2008). Los taninos
presentes en las hojas tienen efecto larvicida sobre Haemonchus contortusse (Alonso et al.,
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2008), del extracto acuoso de hojas sobre Pheritima postuma (Raman et al., 2018); del
extracto cloroférmico sobre Ascaris suum (Villasefior et al., 1998); la fraccion polifendlica
del extracto etanolico sobre larvas de H. contortus (Ademola et al., 2005). Ademas, muestra
efecto acaricida del extracto etandlico de hojas sobre larvas de Rhipicephalus microplus, el
cual ha sido asociado a metabolitos secundarios como terpenos, coumarinas, y sobre todo
taninos (Fernandez et al., 2011; Gonzélez et al., 2019). El extracto con taninos mostro
actividad antibacteriana contra ciertas bacterias Gram positivas y Gram negativas; se observo
en Staphylococcus epidermidis (12 mm de diametro), seqguida de Salmonella choleraesuis,
Proteus vulgaris, Enterococcus faecium, Bacillus subtilis, Acinetobacter anitratus, S. aureus,
y la menor se encontré con S. faecalis, que produjo una zona de inhibicion de 7.0 mm de
diametro (Abu et al., 2016). Por otro lado, el extracto metanolico y acuoso de las semillas de
guaje demostro actividad antibacteriana significativa contra cepas de E. coli y S. aureus y
antifngica sobre C. glabrata, Trichophyton mentagrophytes y F. sporotrichioides (Mora et
al., 2021). La parte oleosa del extracto hexanico de hojas de L. leucocephala se puede utilizar
contra el tratamiento de enfermedades bacterianas, en particular contra las causadas contra
Klebsiella pneumoniae y S.aureus (Umaru et al., 2018).

Leucaena macrophylla Benth.

Son arboles o arbustos de 1.5 a 12.0 m de alto; con ramas glabras o villosas; pinnas de 1 a 4
pares; foliolos de 1 a 4 pares; la inflorescencia es de color blanco crema; la infrutescencia es
rojiza glabra, morena rojiza brillante; las semillas son oblongas y castafio rojizo. Es conocida
desde Nayarit hasta Oaxaca, se encuentra en selvas bajas caducifolias y el borde de potreros.
Su floracion y fructificacion es de octubre a diciembre (extendiéndose hasta abril). Es
nombrada como “guaje blanco”, “guajillo”, “zacaguaje”, “guaje de venado”, “guaje de risa”
o “guaje de cerro”. Tiene dos subespecies: L. macrophylla subsp. macrophylla y L.

macrophylla subsp. nelsonii (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 20212).

Las semillas de L. macrophylla se comen secas como esquites o tiernas en moles 0 guisos
con salsas y las hojas como quelites en la zona sur de Morelos (Zarate, 1999), las vainas
inmaduras son utilizadas principalmente como alimento (Argel et al., 1998). Medicinalmente
las hojas son usadas en infusion a bajas concentraciones pues es considerada tdxica y
causante de pérdida de cabello (Zarate, 1997), también se usa en el tratamiento contra la
fiebre causada por enfermedades infecciosas (Lawal et al., 2010).

Quimicamente, se ha reportado mimosina, asi como compuestos con fosforo, como los
fitatos, otros grupos de metabolitos secundarios en la especie son los polifenoles (Garcia et
al., 2008) y los taninos condensados (Stewart & Dunsdon, 1998; Hernandez et al., 2015). No
se cuenta con estudios antimicrobianos de esta especie.

Leucaena pulverulenta (Schltdl.) Benth.

Es un arbol de 3 a 8 m de alto; con ramas cilindricas; pinnas de 7 a 25 pares; foliolos de 25 a
54 pares; las inflorescencias son globosas, de color crema o blancas; la infrutescencia es
oblonga, color castafio oscuro; las semillas son elipticas, moreno rojizas. Su distribucion
corresponde a la vertiente oriental de la sierra Madre Oriental, hasta su limite sur y
continuando al sur con una porcion de la sierra Madre del Sur. Su floracién y fructificacion
es de febrero a julio y de marzo a enero respectivamente. Es conocida como “guafias”,
“guashe” o “huache” (Zarate, 1994; Encyclopedia of Life, 2021%).

25



Se utilizan los botones florales y las semillas tiernas para comidas diversas, mayoritariamente
para alimentacion humana, ademas la planta tiene uso forrajero, como cerca viva y lefia
(Argel et al., 1998). Medicinalmente es reportada en la region totonaca, por usarse mezclada
con otras plantas para curar males estomacales (Zarate, 1994; Zarate, 1999). Desde el punto
de vista fitoquimico, se indica presencia de taninos condensados (Stewart & Dunsdon, 1998)
y carotenoides a y B (Yeverino, 1997). No se cuenta con estudios antimicrobianos de esta
especie.

Leucaena retusa Benth.

Son arbolitos de 2-5 m de alto; con ramas glabrescentes; pinnas de 2 a 5; foliolos de 6 a 8
pares; la inflorescencia es de color amarillenta; la infrutescencia es linear oblonga y glabra,
con semillas dispuestas oblicuamente; las semillas son obovadas, castafio rojizo oscuro. Esta
especie se distribuye en el norte del pais en los estados de Chihuahua y Coahuila. Es til
como forrajera y como restauradora de suelos (Zarate, 1994; Whisenant et al., 1995;
Encyclopedia of Life, 2021%). No se encontraron referencias a otros usos ni propiedades
medicinales conocidas. Unicamente taninos condensados son reportados en la literatura
(Stewart & Dunsdon, 1998; Bayourthe et al., 2014).

Leucaena shannonii Donn. Sm.

Es un arbol de 2 a 9 m de alto; con ramas velutinas; pinnas de 4 a 8 pares; foliolos de 9 a 22
pares; la inflorescencia es blanca; el fruto oblongo de color café castafio y con semillas
obovadas, castafio oscuro rojizo a amarillento. Su distribucion abarca los estados de
Campeche y Chiapas en México, asi como los paises de Guatemala, EI Salvador, Honduras
y Nicaragua. Florece y fructifica de junio a octubre y de octubre a marzo respectivamente.
Es conocido como ‘“cascahuité”, ‘“guaje”, “guajillo” y “frijolillo” (Zarate, 1994;
Encyclopedia of Life, 2021%).

El dnico uso que se reporta para esta planta es como cerca viva en algunas localidades de
Chiapas (Zarate, 1994). Tiene un alto valor como forraje de abejas, lefia y postes (Argel et
al., 1998). En la literatura Gnicamente se reconoce la presencia de taninos condensados
(Stewart & Dunsdon, 1998), asi como a y B caroteno (Yeverino, 1997).

La tabla I resume los usos y muestra que diez especies son usadas como cerca viva (y lefia),
asi que es él o los usos mas importantes registrados. Seguido de ello, el uso alimenticio
humano y forrajero para el ganado, se registra para nueve del total de especies vegetales.
Medicinalmente se registrd el uso de seis especies: L. collinsii, L. esculenta, L. lanceolata,
L. leucocephala, L. macrophylla y L. pulverulenta, principalmente para tratar afecciones
gastrointestinales, aunque Unicamente tres de estas especies (L. collinsii, L. esculenta y L.
leucocephala) tiene reportes de actividades antimicrobianas en estudios in vitro. Por su parte,
el uso melifero se reporta para dos especies: L. lanceolata y L. shannonii.

Por otro lado, en la tabla | se observa que las hojas son la parte vegetal mas utilizada (10
especies), seguida de las semillas (8 especies), vainas (4 especies), corteza (3 especies) y
botones o brotes (2 especies).

En relacién con los metabolitos reportados y los extractos de los cuales se obtuvieron, es
evidente que en 12 de las 13 especies los extractos de analisis fueron polares, los cuales
utilizaron solventes como agua, etanol y metanol principalmente. En estos estudios se
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encuentra presencia importante de compuestos fendlicos como taninos y otros polifenoles
responsables de tener actividad antimicrobiana significativa sobre diferentes cepas de interés
médico como Staphylococcus aureus y Escherichia coli principalmente (Tabla I).

Finalmente, se identifico una especie que no cuenta con informacion acerca de los usos, parte
vegetal mas usada, reportes fitoquimicos o farmacoldgicos: L. involucrata. Ademas, cabe
mencionar que los resultados reportados no son mutuamente excluyentes, por lo que una
especie puede tener varios usos y utilizar distintas partes de la planta al mismo tiempo.
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Tabla 1. Distribucion, usos y aspectos etnobotanicos, fitoquimicos y de actividades bioldgicas de las 13 especies mexicanas del género

Leucaena.
Parte de . .
. o, Metabolitos Actividad . .
Especies Distribucién Usos laplanta  Extracto . g L . Cepas susceptibles Referencias
identificados antimicrobiana
usada
Zérate, 1994,
Yeverino, 1997
Alimenticio, Taninos Argel et al., 1998;
forraje, cerca Stewart &
vivé lefia condensados Zirste, 1093,
L. collinsii Chiapas N Hojas E.m., E. h. polifenoles y Antihelmintica  Haemonchus contortus ératfe' Py
fabricacion de . sborne
tensili carotenoides o y McNeill, 2001;
u ens_l IOS y Caroteno Pinto et al., 2005;
medicinal DelaCruzetal,
2014; Castafieda
etal., 2017°
Zarate, 1994,
Oaxaca, Semill Tani Argel et al., 1998;
. . . emillas aninos
L. confertifiora  Pueblay Alimenticio : E. m. N.r. N.r. el ota
y vainas condensados ; McNeill e
Veracruz al., 1998; Dalzell
& Shelton, 2002
Zérate, 1994;
. Hidalgo y . - Semillas Taninos Argel et al., 1998;
L. cuspidata ) Alimenticio . E.m. N.r. N.r. g e
P Querétaro y vainas condensados Da'Ze”zgoghe'ton’
. .. Zérate, 1994,
]:Allm_entlcm, Hojas Tani Argel et al., 1998;
. - orraje, cerca o aninos
L. diversifolia Veracruz rae, semillas y E. m. N.r. N.r. LA &
viva, lefia y condensados unsdon, ;
N corteza Dalzell & Shelton,
construccion 2002
Taninos Protozoarios: Zés;atey 1t9§42
. . I
N : Entamoeba. histolytica  pyreon 1908:
., Alimenticio, Vainas, condensados, L . ' ;
Depresion del : . : ) ) . y Giardia lamblia Osborne &
Balsas y cerca viva, semillas, triptaminas, Antiprotozoaria, McNeill, 2001:
L. esculenta . fabricacion de hojas, E.m. alcaloides, antibacteriana y .. . . Dalzell & Shelton,
Sierra Madre . . AP Bacterias: Escherichia 5002 Barahona et
utensilios y brotes y saponinas, antifungica . , sarafion
del Sur - : coli y Staphylococcus  al., 2003; Tapia et
medicinal corteza triterpenos y al., 2003: Peralta
esteroides aureus etal., 2017; Mora

etal., 2021
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Hongos:
Candida glabrata,
Aspergillus niger y

Fusarium moniliforme

Taninos

Zarate, 1994;
Yeverino,1997;
Argel et al., 1998;

. Coahuila'y Forraje, cerca . condensados y Dunsdon, 1998;
L. greggii ? S Hojas E. m. . N.r. N.r. ot
gregg Nuevo Ledn vivay lefia ! carotenoides a y B Dzac')%ez” f/‘l ?{‘,e”on’
, Mlartinez,
caroteno 2005; Stewart &
Dalzell, 2019
L. involucrata Sonora N.r. N.r. N.r. N.r. N.r. N.r. Zarate, 1994
Zérate, 1994;
Alolargode  Alimenticio, Zarate, 1997;
la costa del forraje, cerca Compuestos Arg‘;'ft a"t’ éggs;
e AN Hojas nitrogenados ewar
L. lanceolata Pacifico, de viva, lefia, senJ1iIIa>; E. m. tgninos y N.r. N.r. Dunsdon, 1998;
Sonora hasta meliferay Zarate, 1998;
: ‘L condensados Zarate, 1999;
Chiapas medicinal Romén et al.,
2013
Flavonoides, Zarate, 1994;
saponinas, Helmintos: Zoate, 1999
fenoles, taninos Caenorhabditis Dunsdon, 1998:
condensados, elegans, X)g;e}sEﬁor etal.,
Enla glicosidos Haemonchus contortus 7>, 007 &t
. cardiacos y Pheretima posthuma,  Ademolaetal,,
Peninsula de : ; 2005; Alonso et
. . - terpenoides. . - Ascaris suum ' ;
Yucatan, el Alimenticio, ) ) Antihelmintica, al., 2008; Ketzis,
. . E.a,E.e. Poliprenoles: - 2008; Chung-Yi
L. Istmo de forraje, cerca Hojas y . acaricida, 5 , '
: . E.c.,E.h. ficaprenol-11, . . Acaros: & Yau-Der
leucocephala  Tehuantepec y vivay semillas E m escualeno. luneol antibacteriana 'y Rhivicephalus (2010°0);
alolargodel  medicinal M- veno, IPEOL o ntifingica picep Drumond &
Golfo de p-sitostenona, microplus Ribaski, 2010;
Méxi acido Chen & Wang
exico . P 2011; Fernandez,
trar;spumqnco, Bacterias: 2011 Lim, 2011
acido cis- Escherichia coli, Abu Zarin et al.,
coumarico, Staphylococcus 2016; Raman et
.- al., 2018; Revathi,
feofitina-a, aureus,

feoforbido-a metil

Staphylococcus.

2018; Umaru et
al., 2018;
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ester, metil-132-
hidroxi- (132-S) -

feoforbido-b y
aristofil-c.
Esteroides: 5a, 8a
epidioxi- (24¢) -
ergosta-6,22-dien-

epidermidis Gonzélez et al.,
sal I ! 2019; Duefias et
a mo_ne a al., 2020; Mora et
choleraesuis, Proteus al., 2021
vulgaris, Enterococcus

faecium, Bacillus.

subtilis, Acinetobacter
anitratus,
3pol, B-sitosterol, Staphylococcus
[B-sitostenona y aureus, Streptococcus
stigmastenona faecalis y Klebsiella
pneumoniae
Hongos:
Candida glabrata,
Trichophyton
mentagrophytes y
Fusarium
sporotrichioides
Zarate, 1994;
Zarate, 1997;
. letal., 1998;
i ici : Fitatos, Argel et al., 1998;
Desde Nayarit Alimenticio, Semillas, polifenoles y éarat'e' 1t99|9;
L. macrophylla forraje hojas E.a. . N.I. N.r. arciactal,
phy hasta Oaxaca ey Jas y taninos 2008; Lawal et
medicinal vainas q q al., 2010; Stewart
conaensados & Dunsdon,1998:
Hernandez et al.,
2015
Alimenticio, Taninos Zarate, 1994;
Sierra Madre  forraje, cerca Botones, condensados Yevlermol'lggg;&
L. pulverulenta i rraje, c semillasy  E.a. E.h. ) y N.r. N.r. Arge ot al. 199
Oriental viva, lefia y - carotenoides o y 3 ewar
dicinal hojas caroteno Dunsdon, 1998;
meaicina Zarate, 1999
Zarate, 1994;
) Forrajera y . Whisenant et al.,
Chihuahua 'y . Taninos 1995; Stewart &
L. retusa . restauradora Hojas E.a. N.r. N.r. ' _
Coahuila | condensados Dunsdon, 1998;
de suelos Bayourthe et al.,
2014
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Forraje de Taninos Zarate, 1994;

.. Campeche abejas, lefia, Hojas condensados Yeverino,1997;
L. shannonii P y ] jasy E.a., E.h. . y N.r. N.r. Argel et al., 1998;
Chiapas postesy cerca  corteza carotenoides a y B Stewart &
vida caroteno Dunsdon,1998

E.a. Extracto acuoso; E.c. Extracto cloroférmico; E.e. Extracto etandlico; E.h: Extracto hexanico; E.m. Extracto metanolico; N.r. No reportado.
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Mecanismos de accion antimicrobiano

Los mecanismos de accién antimicrobianos de los productos naturales son variados y
dependen del tipo de moléculas que intervengan en las reacciones y del blanco microbiano a
atacar. Los precursores de los metabolitos secundarios son los metabolitos primarios, por lo
que suelen agruparse por la ruta biosintética de la cual se originan. A continuacién, en la
tabla 1, se presentan los mecanismos de accion por grupos de productos naturales mostrando
también, los metabolitos registrados en especies del género Leucaena. Clasificacién tomada
de Whittaker y Feeny (1971) con algunas modificaciones modernas (Anaya, 2003).

Respecto a los terpenos, el género Leucaena reporta presencia de triterpenos, terpenoides,
diferentes poliprenoles (polimeros lineales de isopreno, unidad conformacional de los
terpenos) como ficaprenol-11, escualeno, lupeol, B-sitostenona, acido transcumarico, acido
cis-coumarico, feofitina-a, feoforbido-a metil ester, metil-132-hidroxi- (132-S) -feoforbido-
b y aristofil-c y esteroides (conformados por terpenos precursores con anillos de
ciclopentanoperhidrofenantreno) con como: Sa, 8a epidioxi- (24§) -ergosta-6,22-dien-3fol,
[-sitosterol, B-sitostenona y stigmastenona, estos Gltimos aislados de L. leucocephala (Chen
& Wang 2011). Estos compuestos interactiian con la membrana celular y alteran la
permeabilidad debido a su caracter no polar, por tanto, también crean una interferencia de la
relacion lipido-proteina (Sharma et al., 2017; Al-Aamri et al., 2018). Debido a esto, los
extractos etanolicos, hidroalcohdlicos y hexanicos de semillas y hojas son estudiados por sus
efectos acaricidas, antihelminticos y ovicidas principalmente, actuando sobre la fase de
huevos y larvas donde la reserva lipidica es alta (Gonzélez et al., 2019; Rivero et al., 2019;
Lépez et al., 2022).

Por su parte, se identificdé presencia de acidos fendlicos tales como acido caféico, acido
galico, acido p-cumarico, &cido cinamico y acido tanico, los cales actian formando puentes
de hidrogeno con las sustancias que integran las membras de los microorganismos a través
de la reaccién de los grupos OH" con grupos amino, de esta manera alteran la permeabilidad
celulary por tanto su viabilidad (Teffo et al., 2010). De igual manera, estos acidos promueven
la disrupcion celular, por la formacion de iones perjudiciales y también favorecen la
quelacion de iones como el Mg?* (Wu et al., 2016; Li et al., 2018). Los flavonoides como la
quercetina, catequina y sus derivados pueden aumentar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, alterar el acido nucleico y modificar las proteinas en las células bacterianas
(Khameneh et al., 2021; Sinsinwar & Vadivel, 2020). El mecanismo de accion
antimicrobiana de los taninos condensados, comprende principalmente la inactivacién
enzimatica a través de la formacion de complejos con proteinas extracelulares y solubles (por
su caracter polar) (Teffo et al., 2010). De igual manera son sustancias quelantes formando
complejos con los iones férrico o cuprico presentes en la membrana bacteriana ya que los
grupos electronegativos de los polisacaridos son sitios de atraccion de cationes metalicos
(Vazquez et al., 2018).

Las saponinas, un grupo de metabolitos glicosilados también reportados para las especies del
género, actuan sobre las membranas bacterianas (principalmente) como agentes surfactantes,
alterando la permeabilidad y fluidez de la membrana creando efectos detergentes en las
mismas (Hernandez & Hermosilla, 2014).
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Finalmente, la mimosina, el compuesto nitrogenado presente en muchas leguminosas, actla
inhibiendo la sintesis de &cidos nucleicos y evitando asi la division celular. Esta sustancia es
toxica y antinutricional (Cushnie et al., 2014).

Tabla I1. Mecanismos de accion de productos naturales en microorganismos bacterianos y
los reportados para el género Leucaena

Grupo (_1e Producto natural Metabolito reportado Mecam_s,mo de Referencia
metabolito accion
Terpenos Aceites esenciales Poliprenoles: ficaprenol-11, Interaccion con la Nufiez et al.,
Esteriodes escualeno, lupeol, B-sitostenona, membrana celular y 2012; Sharma
Poliprenoles acido transcumarico, acido cis- alteracion de la et al., 2017;
coumarico, feofitina-a, permeabilidad. Al-Aamri et
feoforbido-a metil ester, metil- Interferencia de la al., 2018
132-hidroxi- (132-S) -feoforbido-  relacion lipido-
by aristofil-c. Esteroides: 50, 8a  proteina.
epidioxi- (24&) -ergosta-6,22-
dien-3pol, B-sitosterol, 3-
sitostenona y stigmastenona
Lactonas No hay reporte Forman enlaces Gyawali et
sesquiterpénicas covalentes alterando al., 2014,
las funciones Wink, 2003
enzimaticas
Compuestos Quinonas No hay reporte Reacciones de Cowan, 1999
fenolicos oxidacion y reduccion
en adhesinas de
superficie.
Inactivacion de
proteinas.
Reaccion con grupos
amino, hidroxilo y
sulfhidrilo.
Acidos fenolicos y Acidos fendlicos: acido caféico, Reaccion de los Cowan, 1999;
flavonoides acido galico, acido p-cumarico, grupos OH con Teffo et al.,
acido cinamico y acido tanico grupos amino, 2010; Wu et
formacion de puentes  al., 2016; Li
Flavonoides: Catequina de hidrdégeno e et al.,, 2018;
epicatequina-3-O-galato, i6nicos. Inhibicion de  Khameneh et
quercetina-3-O- enzimas. al., 2021;
arabinofuranosido, quercetina-3- Alteracioén de la Sinsinwar &
Oramnosido y apigenina permeabilidad celular. Vadivel, 2020
Modificar las
proteinas de las
células bacterianas.
Cumarinas No hay reporte Inhiben el ADN Cowan, 1999
girasay

topoisomerasa | y
demaés enzimas para la
transcripcion.
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Agentes intercalantes
en el ADN.

membrana plasmatica.

Inhibicién de la
division celular.
Agentes intercalantes
en el ADN.

Flavonas Apigenina Alteran la estructura Cowan, 1999;
de los acidos Teffo et al.,
nucleicos. Inhiben la 2010
sintesis de ADN o
ARN.
Agentes intercalantes
en el ADN formando
puentes de hidrogeno.
Taninos Presencia de taninos condensados, Inactivacion Cowan, 1999;
sin identificar el tipo enzimatica. Avalos &
Forman complejos Pérez, 2009
con proteinas
extracelulares y
solubles.
Forman complejos
con metales por
guelacion con iones
férrico o cuprico.
Glicoésidos Glicosidos No hay reporte Liberacién de HCN, Sharma et al.,
cianogenicos el cual inhibe cadena  2017; Garcia,
respiratoria 2004
mitocondrial.
Saponinas Presencia de saponinas, sin Alteracion de la Wink, 2003;
identificar el tipo permeabilidad y Hernandez &
fluidez de la Hermosilla,
membrana celular por  2014; Lozada
actuar como agentes etal., 2017
surfactantes.
Alcaloides Alcaloides Mimosina Inhiben sintesis de Vogt, 1991;
acidos nucleicos. Moreno et al.,
Alteracioén de la 2008;
homeostasis Cushnie et
bacteriana y la al., 2014

ADN: acido desoxiribonucleico, ARN: &cido ribonucleico, OH: grupos hidroxilo, HCN: &cido cianhidrico.
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CONCLUSIONES

Seis de las trece especies del género Leucaena tenian reportes de usos medicinales, lo que
las hace una fuente potencial de recursos y tratamientos terapéuticos futuros; cabe resaltar
que Unicamente tres de esas trece especies tienen estudios antimicrobianos sobre diferentes
cepas de interés médico: L. collinsii, L. esculenta y L. leucocephala. Esta tltima especie, de
distribucion pantropical, es la que cuenta con la mayor cantidad de informacion en muchos
ambitos de investigacion. Las hojas y semillas son las partes vegetales mas utilizadas por las
poblaciones humanas. Los principales usos de las especies en México se centran en el forraje
animal, alimenticio y cerca viva. En los extractos polares, principalmente los metanolicos, se
identificaron una serie de metabolitos secundarios como taninos condensados, mimosina y
algunos compuestos fenolicos como &cidos fendlicos y flavonoides, los cuales pueden
explicar sus propiedades antimicrobianas. La actividad antimicrobiana de los extractos fue
principalmente contra parésitos helmintos en etapa larval o de huevo, seguidos de bacterias
y finalmente para algunas cepas de hongos. Estudios que involucren aspectos fitoquimicos,
etnofarmacoldgicos y mecanismos de accion son escasos para las especies de este género y
requieren ser mas profundos, para demostrar la efectividad, via de accion y uso seguro de los
productos herbales.
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CAPITULO II.

INVESTIGACION ANTIMICROBIANA

Como resultado del trabajo experimental antimicrobiano con los extractos de
semillas de L. leucocephala y L. esculenta fue publicado el articulo: “Evaluacién
de la actividad antimicrobiana de semillas de Leucaena leucocephala y L.
esculenta recolectadas en Tlayacapan, Morelos (Mexico). Evaluation of the
antimicrobial activity of Leucaena esculenta and Leucaena leucocephala seed
collected from Tlayacapan, Morelos (Mexico)”, el cual fue aceptado en la revista
cientifica “Polibotanica” (ISSN: 2395-9525) arbitrada e indexada internacionalmente

cuya cita es:

“Mora MA, Serrano R, Lira R, Jiménez M, Hernandez T (2021). Evaluacion de la
actividad antimicrobiana de semillas de Leucaena esculenta y Leucaena
leucocephala recolectadas en Tlayacapan, Morelos, México. Polibotanica, 52, 175-
191. https://doi.org/10.18387/polibotanica.52.12”

El escrito incluye y describe la actividad antimicrobiana cualitativa y cuantitativa de
los extractos vegetales sobre diferentes cepas de bacterias y hongos de interés

médico.
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POLIB& TANICA

Instituto Politécnico N RESUMEN: Leucaena esculenta v Leucaena leucocephala (Fabaceae) son especies
conocidas en Mexico como “guajes”. ambas se usan como recursos alimenticio y
Nim. 52: 175-191. Julio 2021 medicinal para aliviar enfermedades infecciosas. El objetivo del estudio fue determinar

la actividad antimicrobiana de los extractos metanolicos, acetonicos y hexanicos de las
semillas de L. esculenta y L. leucocephala recolectadas en la comunidad de Tlayacapan
Morelos. Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de maceracion con
hexano, acetona y metanol a partir del mismo material vegetal y reducidos por
destilacion al vacio mediante el uso del rotavapor. La actividad antimicrobiana de los
extractos se determind, cualitativa y cuantitativamente en 20 cepas bacterianas, 3 cepas
levaduriformes v 4 cepas de hongos filamentosos. En las pruebas cualitativas, se
encontro actividad antimicrobiana en 6 cepas bacterianas (todas de Staphylococcus
aureus y de Escherichia coli), 1 cepa de hongos levaduriformes y 4 de hongos
miceliados. Mediante la técnica de microdilucion en caldo, £ coli CUSI mostrd
valores de CMI de 2000 y 3000 pg/ml para L. leucocephala v L. esculenta
respectivamente y para S auwreus CUSI, CMI = 4000 y 2000 pg/mL para L.
leucocephala v L. esculenta respectivamente, ambas cepas sensibles a los extractos
metanolicos. Los valores de CMB para las cinéticas de muerte (6000 pg/mL para L.
leucocephala v 4000 pg/mL para L. esculenta) tuvieron efecto significativo en las
primeras 10 horas de tratamiento. Por su parte, Candida glabrata fue susceptible a los
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extractos metanolicos con valores de CFM de 4000 pg/mL (L. leucocephala) y 6000 pg/mL (L.
esculenta). Mediante la técnica de inhibicion del crecimiento radial. fue reportado. que los
valores mas bajos de CFsp corresponden a los extractos acetomicos de semillas (L.
lecucocephala= 2.28 mg/mL y L. esculenta = 2.72 mg/mL) teniendo efecto significativo contra
cepas de Trichophyton mentagrophytes y Aspergillus niger respectivamente. En los extractos
metanolicos, acetonicos y hexanicos, se evidencid mediante pruebas coloridas, la presencia de
alcaloides, triterpenos. monoterpenos, esteroides, saponinas y compuestos fenolicos, los cuales
reportan potencial antimicrobiano. Los extractos metanolicos y acetonicos de semillas de ambos
guajes presentaron actividad antimicrobiana sobre diferentes cepas de bacterias y hongos,
validando asi, el uso medicinal de este recurso por parte de la comunidad de Tlayacapan.
Palabras clave: Actividad antimicrobiana., Lewcaena leucocephala, Leucaena esculenta,
plantas medicinales, Tlayacapan.

ABSTRACT: Leucaena esculenta and Leucaena leucocephala (Fabaceae) are species known
in Mexico as "guajes”, both are used as food and medicinal resources to alleviate different
infectious diseases. The objective of this study was to determine the antimicrobial activity of
the methanolic, acetonic and hexanic extracts of the seeds of L. esculenta and L. leucocephala
collected in the community of Tlayacapan Morelos. The extracts were obtained by the
maceration technique with hexane, acetone and methanol from the same plant material and
reduced by vacuum distillation using a rotary evaporator. The antimicrobial activity of the
extracts was determined qualitatively and quantitatively in 20 bacterial strains, 3 yeast strains
and 4 strains of filamentous fungi. In qualitative tests, antimicrobial activity was found in 6
bacterial strains (all of Staphviococcus aureus and Escherichia coli), 1 strain of yeast fungi and
4 of mycelial fungi. Using the broth microdilution technique, Escherichia coli CUSI showed
MIC wvalues of 2000 and 3000 pg / mL for L. lencocephala and L. esculenta respectively and for
Staphyvlococcus aureus CUSI, MIC = 4000 and 2000 pg / mL for methanolic extracts of L.

feucocephala and L. esculenta respectively. The MBC values for the kinetics of death (6000 pg
/! mL for L. leucocephala and 4000 pg / mL for L. esculenta) had a significant effect in the first
10 hours of treatment. Meanwhile, Candida glabrata was susceptible to methanolic extracts
with MFC values of 4000 pg / mL (L. leucocephala) and 6000 ng / mL (L. esculenta). In radial
growth inhibition technique, it was reported that the lowest values of CFs; correspond to the
acetonic extracts of seeds (L. lecucocephala = 2.28 mg / mL and L. esculenta = 2.72 mg / mL)
having a significant effect against strains Trichophyton mentagrophytes and Aspergillus niger,
respectively. In qualitative tests for the determination of secondary metabolites, the presence of
alkaloids, triterpenes, monoterpenes, steroids, saponins and phenolic compounds were found,
which report antimicrobial potential. The methanolic and acetonic extracts from the seeds of
both guajes showed significant biological activity on different strains of bacteria and fungi, thus
validating the medicinal use of this resource by the Tlayacapan community.

Key words: Antimicrobial activity, Leucaena leucocephala, Leucanea esculenta, medicinal
plants, Tlayacapan.

INTRODUCCION

Las especies vegetales han sido utilizadas por el hombre desde la antigiiedad para cubrir sus
necesidades basicas, entre las que destacan el uso alimenticio ¥ medicinal. Ademas, desde hace
afios €l uso terapeutico de las plantas se ha vinculado a paises con gran base cultural ¥
biodiversidad. como Mexico (Waizel, 2006). En el territorio mexicano, el término “guaje” es
utilizado para designar, entre otras acepciones, a una diversidad de especies vegetales que
pertenecen al género Lewcaena de la familia Fabaceae (Peralta er al., 2017). Estudios
etnobotanicos realizados en el estado de Morelos, i1dentifican el uso medicinal de muchas
leguminosas, entre ellas L. leucocephala v L. esculenta (guaje blanco v rojo respectivamente),
las cuales se consideran, para curar enfermedades infecciosas como las respiratorias o
gastrointestianles (Osuna et al.. 2005; Quevedo, 2015; Roman, 2015).

177

44



&TA =
PUL'IH TANICA MNim. 52: 175-191 Julio 2021 ISSN electrinico: 2395-9525

El geénero Leucaena, originario de Meéxico, esta compuesto por 24 especies de arboles y
arbustos, distribuidos desde Texas, Estados Unidos hasta Perii. Muchas de las especies han sido
utilizadas como alimentacion, para la construccion de viviendas v en el area terapéutica de
diversas etnias del territorio mexicano (Zarate, 1994). Estudios etnobotanicos y fitoquimicos en
Mexico (Orozco et al., 2020; Sepalveda et al.. 2018; Peralta er al., 2017; Zarate, 1987) reportan
efectos afrodisiacos, eupépticos, antiparasitarios y antimicrobianos de extractos de hojas y
semillas de L. leucocephala v L. esculenta. En cuanto a los estudios antimicrobianos, se reporta
actividad antimicrobiana de los extractos de hojas v semillas de L. leucocephala sobre cepas de
Vibrio cholerae, Shigella flexneri, Staphylococcus awreus, Candida albicans, Escherichia coli y
FPseudomonas aeruginosa (Dago er al., 2020; Savita & Preeti, 2015; Mathur er al., 2013; Nwe
et al., 2001). Se sabe que la semilla fresca contiene compuestos fenolicos tales como taninos,
flavonoides y antocianinas, entre otros metabolitos secundarios (Roman er al., 2014); estas
biomoleéculas tienen  propiedades, antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas,
cicatrizantes, entre otros (Avalos & Pérez, 2009). Sin embargo, algunas plantas del género
poseen un alcaloide téxico al que se le atribuye efecto antimitotico conocido como mimosina,
(Shelton et al., 2019). En consecuencia, el estudio se enfocd en evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos metanolicos, acetonicos y hexdnicos de semillas de L.
leucocephala y L. esculenta sobre diferentes cepas de interés meédico. Con la finalidad de
recabar datos sobre plantas nativas de Mexico, va que la mayoria de los reportes
antimicrobianos provienen de investigaciones extranjeras.

MATERIALES Y METODO

Material vegetal y zona de estudio

Las semillas de ambos guajes se recolectaron en la localidad de Tlayacapan, Morelos en julio
de 2018 v fueron identificadas por el Biol. Daniel Roman Salazar. La zona se encuentra
geograficamente ubicada al norte a una latitud de 18°59'34", al sur a 18°53'37", al este a una
longitud de 98°55'15" y 99°00'58" a el oeste. Un ejemplar de cada especie (numero de registros:
MVAI11I8 y MVAL119) fue depositado en el “Herbario IZTA” de la Facultad de Estudios
Superiores (FES), Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Las semillas
fueron extraidas de las vainas y el material vegetal se puso a secar por una semana a
temperatura ambiente sin luz directa del sol. posterior a sequedad, fueron puestas en un molino
manual para triturar el material y que éste estuviera en contacto con los solventes a utilizar.

Obtencién de extractos.

Los extractos de L. leucocephala y L. esculenta fueron obtenidos mediante la técnica de
maceracion con solventes de diferente polaridad: hexano. acetona y metanol de forma
subsecuente y a partir del mismo material vegetal. Se partio de un total de peso seco de semillas
de: 434.34 g del guaje blanco y 458.63 g del guaje rojo colocados en matraces de 1L de
capacidad durante 3 dias por solvente. El macerado fue reducido cada vez mediante el uso de un
equipo de arrastre de vapor a presion reducida acoplado a un rotavapor Heidolph Laborota
4001. El equipo se controla de manera que no sobrepase la temperatura de ebullicion de cada
solvente (hexano: 60 a 65 °C, acetona: 50 a 60 °C y metanol: 65 a 70 °C). Los extractos son
colocados en un desecador y posterior a la evaporacion del solvente, es calculado su
rendimiento a través de una relacion matematica del peso total del material respecto al del
extracto obtenido. (Dominguez, 1978; Sierra er al., 2018).

Bioensayos

Cepas utilizadas

Cepas de bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus ATCC 29213, Micrococcus luteus
ATCC 10240, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y Enterococcus faecalis ATCC 14506
(cepas de catalogo): S. aureus FES-C y S. epidermidis FES-C (cepas donadas por el Laboratorio
de Microbiologia de Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C), UNAM); S. aureus
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23IMR, 5. aureus CUSI y 8. aureus cc (cepas multirresistentes de casos clinicos donadas por el
Laboratorio de Analisis de la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI) de la FES l=ztacala,
UNAM)]). Cepas de bacterias Gram negativas: Vibrio cholerae ATCC 39540, Enterobacter
gergoviage ATCC 33028 y Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella typhimurium
ATCC 19430, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Serratia marcences ATCC 14756,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar ryphy ATCC 7251, Klebsiella oxytoca ATCC 8724
vy Klebsiella pneumoniae ATCC 27853 (cepas de catalogo): Escherichia coli 82MR. E. coli
ATCC 25922 y Escherichia coli CUSI (donadas por el Laboratorio de Analisis clinicos de la
CUSI de la FES Iztacala, UNAM).

Cepas de hongos levaduriformes: Candida albicans 17TMR (donada por el laboratorio de
analisis clinicos CUSI, FES Iztacala. UNAM): C. glabrata v C. tropicalis (aisladas de casos
clinicos y donadas por el Hospital Angeles Metropolitano). Cepas de hongos filamentosos:
Trichophyton mentagrophytes (CDBB-H1112), Aspergillus niger (donado por el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), FES Iztacala,
UNAM): Fusarium moniliforme (CDBBH-265) v F. sporotrichioides (NRLL3299).

Evaluaciéon de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos de semilla de L. esculenta y L. leucocephala fue
evaluada mediante el método de difusion en agar (Balouiri er al., 2016; CLSI, 2012b). Se
prepararon inoculos bacterianos en 10 mL de caldo Miiller-Hinton (Bioxon) ¥ se incubaron a 37
“C durante 24 h. Los inoculos se ajustaron con solucion salina estéril para obtener la turbidez
del estandar de McFarland No. 0.5 (10* UFC/mL). Se sembraron inoculos bacterianos en placas
de agar Miiller-Hinton con un hisopo para el crecimiento del césped microbiano. Sobre la
superficie del agar se colocaron discos de papel filtro (Whatman N® 5) de 5 mm de diametro
impregnados 24 horas antes, con 2mg de extracto (por disco). Como control positive se
utilizaron discos impregnados con 25 ug de cloranfenicol y como control negative discos con
10 uL de solvente (hexano, acetona o metanol). Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 h.
Los halos de inhibicion se reportan en mm.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) se
estimo, mediante el método de microdilucion en caldo (CLSI, 2012a). Se utilizaron diluciones
de extractos de semillas de: 0, 125, 250, 750, 1000, 1500, 2000, 3000 y 4000 pg/mlL. Los tubos
se inocularon con una suspension de microorganismos de 50pL de 10° UFC/mL en caldo
Miiller-Hinton (Bioxon) v 50 pl mas del extracto de semillas en las placas estériles de 96
pozos. Los valores de CMI se definen como la concentracion minima de extracto que evita el
crecimiento bacteriano visible después de 20 h de incubacion a 37 °C. El valor de CMB se
define como la concentracion minima en la que no hay crecimiento bacteriano alguno, es decir
que se destruye el 100% de la poblacion bacteriana, después de 20 h de incubacion a 37 °C.
Para revelar los resultados se utiliza TTC al 0.08% que indica respiracion microbiana. Se utilizo
cloranfenicol como farmaco de referencia ¥ como controles negativos Unicamente el solvente
correspondiente.

La cinética de muerte muestra el efecto antimicrobiano dependiente del tiempo y de la
concentracion. Se empled una suspension bacteriana de 10° UFC/mL en caldo Miiller-Hinton y
cuatro tubos donde, el primer, segundo y tercer tubo contuvieron el extracto antibacteriano en
concentraciones finales de 2CMI, CMI y CMB. El cuarto tubo correspondié al grupo control
sin la presencia de extracto vegetal. Los inoculos microbianos (100 pL) se agregaron a cada
tubo y se incubaron por 24 h a 37 °C, tiempo durante el cual se tomaron alicuotas de 50 pL a la
hora: 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24, Posteriormente, las muestras se sembraron en placas de agar Miiller-
Hinton e incubaron por 24 h a 37 “C. Finalmente, se realizo el conteo en placa de las UFC, las
cuales representaron el nimero de supervivientes, expresando el resultado en logl0 (Balowiri et
al., 2016; CLSI, 1998).
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Evaluacion de la actividad antifingica

La actividad antifiingica se determiné utilizando el método de difusion en agar para la prueba
de susceptibilidad de levaduras (CLSI, 2004). Se prepararon inoculos de levadura en 10 mL de
caldo Dextrosa Sabouraud (Bioxon) y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los inoculos se
ajustaron con solucion salina estéril para obtener la turbidez del estandar de McFarland No. 0.5
({10* UFC/mL). Los indculos de levadura se sembraron con un hisopo en placas de agar papa
dextrosa (PDA) (Bioxon) para aplicar un césped fingico. Sobre la superficie del agar se
colocaron discos de papel filtro (Whatman N* 5) de 5 mm de didametro impregnados con 2 mg
de extracto (por disco) con 24 horas previas de preparacion. Como control positive se utilizaron
discos impregnados con 30 pg de nistatina ¥y como control negativo discos con 10 plL de
disolvente. Las placas se incubaron a 37 “°C durante 24 h. Los halos de inhibicion se reportan en
mm.

La concentracion fungicida minima {CFM) se estimé con el método de microdilucion en caldo.
La técnica con cepas levaduriformes se realizd de la misma forma que con las cepas bacterianas
{(CLSI, 2012a). Se utilizaron diluciones de los extractos metanolicos, acetonicos vy hexanicos en
concentraciones de 0, 125, 250, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000 y 6000 pg /mL. Los
tubos se inocularon con una suspension de microorganismos de 10° UFC/mL en caldo Dextrosa
Sabouraud (Bioxon). Los valores de CFM se definen como la concentracion de extracto mas
baja que evita el crecimiento visible de levaduras después de 20 h de incubacion a 37 °C. Se
utilizd nistatina como farmaco de referencia v como controles negativos uUnicamente el
disolvente correspondiente. (Balouiri er al., 2016).

La prueba de susceptibilidad de hongos filamentosos, se llevé a cabo con el metodo de
inhibicion del crecimiento radial (CLSI, 2010). En placas de Petri con agar papa-dextrosa
(PDA) fue inoculado el micelio (1 mm de diametro) en el centro de cada placa. Sobre la
superficie del agar se colocaron discos de papel filtro (Whatman N® 5) de 5 mm de diametro
impregnados con 2 mg de extracto, separados tres cm del boton de micelio sembrado, medida
que permite el crecimiento adecuado del hongo. Como control positive se utilizaron discos
impregnados con 56 pg de ketoconazol y como control negative discos con 10 pl de
disolvente. Las placas se incubaron a 28 °C durante 72 a 96 h, hasta que el micelio cubrio la
superficie del agar. Se considerd que los discos con los extractos que mostraban dreas de
inhibicién del crecimiento micelial tenian actividad antifiingica y se notificaron como positivos.
(Curiel et al., 2017; Balouin er al., 2016; Scrase, 1995).

La estimacion de la concentracion fungicida media (CFs) se determind en placas de 12
pocillos. El extracto a diferentes concentraciones fue incorporado al agar PDA fundido.
Posteriormente, se inoculd la placa con una muestra de micelio de 1 mm de diametro en el
centro de cada pocillo. Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 - 72 h, hasta que el
crecimiento micelial cubrio la superficie del agar en los pocillos de control, lo que represento el
100%s de crecimiento del hongo. Se midio el diametro del micelio de cada pozo a las diferentes
concentraciones ¥ con ello se determino la actividad antifingica v la CFsp (Curiel et al., 2017;
Balouiri et al., 2016). El efecto antifingico se estimo mediante la siguiente formula:

Actividad antifingica (%) = ((De — Ds) /S De) x 100

Donde:
D¢ = diametro de crecimiento en la placa de control
D5 = diametro de crecimiento en la placa que contiene el agente antifiingico ensayado.

Obteniendo el porcentaje, se calculd la CFsp, mediante un modelo logaritmico. Se grafica la
concentracion (eje x) respecto al porcentaje de inhibicion o actividad antifiingica (eje v). En la
ecuacion logaritmica que brinda el programa Excel. se busca el valor (x) de la concentracion
para un porcentaje de inhibicion del 50% (v=50).
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Finalmente, cabe resaltar. que todas las técnicas microbiclogicas para evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos de semillas de ambas especies de guaje. fueron llevadas a cabo
en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar, con equipo y material previamente
esterilizado en autoclave Modelo CVQ-B100L y acorde a los procedimientos del CLSI.

Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Los grupos funcionales de los metabolitos contenidos en el extracto se detectaron mediante un
andlisis fitoquimico cualitativo a partir de una solucion estandar de cada extracto de 2 mg/ ml
disuelto en metanol. Los compuestos fenolicos se detectaron a través de la prueba de cloruro
férrico, observandose una coloracion azul o verde. La prueba de taninos utiliza el tubo de
solucion fenolica positiva mas reactive de gelatina obteniendo un precipitado verde. Los
alcaloides se detectaron mediante la prueba de Dragendorff a través de un precipitado rojo,
mientras que con el reactivo de Mayer la prueba positiva para alcaloides es un precipitado
lechoso. La prueba de glucosidos utiliza como reactivos o-naftol y HCl concentrado,
observando un anillo parpura. La deteccion de saponinas consistid en espuma que permanece
durante al menos un minuto posterior a agitacion vigorosa. Respecto a la prueba de cumarinas
se utilizo NaOH al 10% y HCI al 10%. con un viraje inicial de amarillo a transparente como
prueba positiva. Los triterpenos y esteroides se detectaron a traveés de la prueba de Lieberman-
Buchard mediante una tincion azul o verde para esteroides y para triterpenos coloracion roja,
violeta o naranja. La prueba de monoterpenos se realiza con vainillina v H-S04 obteniendo un
halo azul, werde, wvioleta o naranja (Bulugahapitiya, 2018; Miranda & Cuellar, 2001;
Dominguez, 1978; Marcano & Hasegawa, 2002).

Amn:lisis estadisticos

Los resultados se expresan como el promedio y desviacion estandar, n=3 de los datos de las
pruebas cualitativas antimicrobianas realizadas; los valores se calcularon con el programa
PAST (2020) version 4.03. (Hammer er al., 2020). Por otro lado, se realizdé un ANOWVA de
correlacion para cada tendencia de crecimiento bacteriano con un a=0.05, para encontrar
significancia en las cinéticas de muerte: los valores se calcularon con la version 3.6.1. de R-
Studio (2019) (Ross & Gentleman, 2019). Los wvalores de CFsy se calcularon mediante el
modelo logaritmico utilizando el programa Microsoft Excel version 19.0 (2018) (Brodie &
Simonyi, 2020). La significancia de los valores de la CFsp se realizé con un ANOVA de
correlacion con un a=0.05.

RESULTADOS

Rendimientos

Los rendimientos de los extractos de semillas obtenidos fueron los siguientes: guaje blanco:
hexano 8.48 g (1.95%), acetona 2.94 g (0.67%0) v metanol 23.02 g (5.29%): guaje rojo: hexano
19.67 g (4.28%), acetona 2.98 g (0.64%) v metanol 19.82 g (4.32%). Se partic de un total de
peso seco de semillas de: 434.34 g del guaje blanco y 458.63 g del guaje rojo.

Actividad antibacteriana
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos de
hexano, acetona y metanol de L. lecucocephala v L. esculenta se muestran en el cuadro 1.

Se puede observar que 5 de los 6 extractos de semillas de guajes fueron activos para 6 cepas
bacterianas., todas del género Staphyvlococcus y Escherichia. Se aprecia también, que los
extractos de L. lencocephala mostraron actividad antibacteriana en un mayor nimero de cepas.
Extracto hexanico: una cepa. extracto acetonico: 2 cepas y extracto metanolico: 4 cepas.
Mientras que los extractos de semillas de L. esculenta mostraron actividad solo para el extracto
hexanico: 2 cepas y metanolico: 4 cepas. Para la determinacion de la CMI mediante la técnica
de microdilulciéon en caldo se observa que el valor mas bajo registrado es de 2000 pg/mL para

181

48



POLIBETANICA

Niam. 52: 175-191 Julio 2021 ISSN electrionico: 2395-9525

el extracto metandlico de guaje blanco sobre E. coli CUSI y para los extractos hexdnico v
metanolico del guaje rojo sobre 8 aurens ATCC 29213 y 8. aureus CUSI respectivamente.

Cuadro 1. Actividad antibacteriana de los extractos hexanico, acetonico y metandlico de

L. leucocephala y L. esculenta.

Halos de inhibicion (mm) CMI pg/mL
Cepa Hexano Acetona Metanol Cu[.lt.mll Hexano  Acetona Metanol C{I[.lt-rl:ll
positivo positivo
L. leucocephala
E.c. CUSI na na 6.33+= 0.6 23.00=0.00 na na 2000 4.0
E.c. MR na na na 22.67+0.47 na na na 4.0
S.a. MR na na 9.33+0.6 22.33+:0.47 na na 4000 7.0
S.a. ATCC 6.0+0.0 6.0+=0.0 6.020.0 22.33+0.47 3000 4000 4000 2.0
S.a. CUSI na T7.0£0.0 7.33+0.6 22.334:0.47 na 4000 4000 4.0
S.a. FES-C na na na 22.33+:0.47 na na na 4.0
L. esculenta
E.c. CUSI na na 6.67+0.58 23.00+=0.00 na na 3000 4.0
E.c. MR na na 6.3340.58 22.67+0.47 na na 3000 4.0
S.a. MR na na na 22.33+0.47 na na na 7.0
S.a. ATCC 6.33+0.58 na na 22.33+0.47 2000 na na 2.0
S.a. CUSI na na 7.33+1.53 22.334+0.47 na na 2000 4.0
S.a. FES-C 6.0+0 na 6.0=0 22.33+0.47 3000 na 3000 4.0

E.H: Extracto hexanico, E.A: Extracto acetonico, E.M: Extracto metanolico, C.p: control positive, E.c. CUSI: E. coli
CUSL E.c. MR: E. coli 82MR, S.a. MR: 8 aureus 23MR., S.a. ATCC: 8. qureus ATCC 29213, S.a. CUSI: S, aureus
CUSI, S.a. FES-C: 8. aureus FES-C. na: no actividad. Control positivo: Cloranfenicol. El control negativo en todos

los casos no tuvo efecto alguno sobre las cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos en las cinéticas de muerte se pueden observar en las figuras 1, 2 y 3
para la cepa de 5. aureus CUSI, la cual fue susceptible a los extractos acetonico ¥ metanolico de
ambas especies de guajes. El efecto antibacteriano de los extractos de semillas de ambas
especies del género Leucaena fue significativo con un a=0.05 para las CMB evaluadas.

En la figura 1. se observa el efecto bactericida desde la primera hora de exposicion de la cepa
bacteriana al extracto acetonico de semillas de guaje blanco, ya que elimino el 99.99% de UFC
con una concentracion de 6000 pg/ml. En el segundo caso (Fig. 2). la cepa mostré una
disminucién significativa de UFC respecto al control luego de doce horas de exposicion del
microorganismo al extracto metanolico de la semilla de guaje blanco a una concentracion de
6000 pg/mL. Por otro lado, en la figura 3 se observa que el microorganismo expuesto al
extracto metandlico de semillas de guaje rojo mostré un efecto bacteriostatico v una
disminucion significativa en la poblacion bacteriana en comparacion con el grupo control a una
concentracion de 4000 pg/mlL.
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Fig. 1. Cinética de muerte para S. aureus CUSI del extracto acetonico de semilla de L. leucocephala. T: testigo: sin
extracto, ¥2 CMI: 2000 pg/mL, CMI: 4000 pg/mL, CMB: 6000 pg/mL. *Significancia de CMB. a=0.05
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Fig. 2. Cinctica de muerte para 5. aureus CUSI del extracto metanolico de semilla de L. leucocephala. T: testigo: sin
extracto, Y2 CMI: 2000 pg/mL. CMI: 4000 pg/mlL, CMB: 6000 pg/mL. *Significancia de CMB. a=0.05
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Fig. 3. Cinética de

muerte para S. aureus CUSI del extracto metanolico de semilla de L. esculenta. T: testigo: sin

extracto, ¥2 CMI: 1000 pg/mL, CMI: 2000 pg/mL, CMB: 4000 pg/mL. *Significancia de CMB. a=0.05

Actividad antifungica

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antifingica de los extractos de
hexano, acetona y metanol de L. lecucocephala v L. esculenta se muestran en el cuadro 2. Se
observo que tanto el extracto metandlico de semillas de guaje blanco como de guaje rojo
tuvieron efectos inhibitorios contra C. glabrata. Para la determinacion de la CFM se observa
que el valor mas bajo registrado es de 4000 pg/mL para el extracto metanolico de guaje blanco
sobre C. glabrata. Se aprecia que los extractos de L. lewcocephala mostraron actividad
antifiingica en un mayor nimero de cepas de hongos miceliados. Extracto hexanico: una cepa,
extracto acetonico: 2 cepas ¥y extracto metandlico: 1 cepa. Mientras que los extractos de
semillas de L. esculenta mostraron actividad solo para el extracto acetonico: 2 cepas. La CFsp
determinada para las diferentes cepas de hongos filamentosos se realizdé con una p<(0.05, por lo
que se demuestra una disminucion significativa del crecimiento radial de estos hongos al
contacto con los extractos vegetales. Los valores de los controles positivos de la prueba se
muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 2. Actividad antifingica de los extractos hexanico, acetonico ¥ metanolico de
L. leucocephala v L. esculenta.

Extractos
Cepa Halos de inhibicion (mm) "(:[:l CFs(mg/mlL)
E.H E.A E.M E.H P E.A p E.M P
L. leucocephala
C. g na na 7.33+£ 0.6 4000 - - - - - -
T.m. na + na - na - 2.28 2.03e7 na -
ALs. na na na - na - na - na -
F.m. + na na - 2.94% 9.04 ™ - - - -
F.s. na + + - - - 2,93 9.13 e™ 4.22 4.0 e™
L. esculenta
C.g na na 6.0:0.0 6000 - - - - - -
T.m. na na na - na - na - na -
As, na + na - na - 2.72 6.82 ™ na -
F.m. na + na - na - 4.69 321 ™ na -
F.s. na na na - na - na - na -

Levaduras: C.g. C. glabrata: aislada de un caso clinico donada por el Hospital Angeles Metropolitano. Hongos
filamentosos: T.m. T. mentagrophyvies CDBB-H1112. A.s. 4. niger (donada por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal
de la UBIPRO, FES lIztacala), F.m. F. moniliforme (CDBBH-265), F.s. F. sporotrichioides (NRLL3299). E.H:
extracto hexanico, E.A: extracto acetonico, E.M: extracto metanolico; + : prueba positiva; - : no aplica. na: no
actividad. p: valor de p <0.05. *: CFzs mg/mL. El control negativo en todos los casos no tuvo efecto alzuno sobre las
cepas bacterianas

Cuadro 3. Actividad antifingica de los farmacos control.

Controles positivos

Halos de inhibiciéon (mm)

Civa Nistatina Ketoconazol CFM CFso
P (30 pg/disco) (56 pg/disco) pg/mL pg/mL
C. g 22.00+£0.00 - 8.0 -

T. m. - + - 2
A.s. - + - 15
F.m. - + - 2
F.s. - + - 2

Levaduras: C.g. C. glabrata: aislada de un caso clinico donada por el Hospital Angeles Metropolitano. Hongos
filamentosos: T.m. T. mentagrophytes CDBB-H1112. A.s. A. niger (donada por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal
de la UBIPRO, FES lztacala), F.m. F. moniliforme (CDBBH-265), F.s. F. sporotrichioides (NRLL3299). +: prueba
positiva; -: no aplica. na: no actividad.
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Los metabolitos secundarios contenidos en los extractos indicaron la presencia de grupos como
alcaloides, glucdsidos, saponinas, compuestos fendlicos, ftriterpenos, esteroides v

monoterpenos. (cuadro 4).

Cuadro 4. Grupos de metabolitos secundarios de los extractos hexanico, acetonico y metanolico de
L. leucocephala v L. esculenta.

E.H E.A E.M
L.L. L.e. L.L L.e. L. L L. e.

Grupos de metabolitos secundarios

Compuestos fenolicos - - + - + -
Taninos - - = - - -
Alcaloides (Dragendorff) - + - - - -
Alcaloides (Mayer) + + + + - -
Glicosidos - - - -
Saponinas - - - -
Cumarinas - - - - - -
Triterpenos y esteroides -+ + + + - -

Monoterpenos + + + + - -

E.H: extracto hexanico, E.A: extracto acetonico, E.M: extracto metanodlico: L. L. L. lewcocephala. L. e. L. esculenta:
+: prueba positiva: -: prueba negativa

DISCUSION

El mayor rendimiento, corresponde a los extractos metanolicos de ambas especies de guaje, lo
que sugiere que la mayoria de los metabolitos contenidos en estas plantas son de naturaleza
polar, como fenoles, taninos o saponinas, entre otros. Trabajos realizados por Savita & Preeti
(2015) con tres extractos diferentes de hojas de L. leucocephala reportaron que el extracto
metanolico tuvoe un rendimiento de 2.43% en comparacion con los extractos obtenidos con
acetona y cloroformo (1.05 v 0.96% respectivamente). Un estudio de Roman er al (2014)
reporta un mayor contenido de lipidos en las semillas del guaje rojo (3.65%) con respecto al
guaje blanco (2.11%). lo que podria explicar un alto rendimiento con el extracto hexanico, ya
que los compuestos lipidicos son solubles en disolventes apolares.

El efecto de los extractos metandlicos del guaje blanco y rojo sobre las cepas bacterianas,
muestra diametros de inhibicion mayores respecto a los demas extractos. Reda er al. (2015)
indica que gran parte de la actividad antimicrobiana se debe a flavonoides, compuestos
fenodlicos y saponinas los cuales estan relacionados con solventes de alta polaridad. como
etanol., metanol o agua. Asimismo, se observo que el efecto inhibitorio fue mayor en los
extractos de guaje blanco (L. leucocephala) en comparacion con los extractos de semillas de
guaje rojo (L. esculenta) para estudios bacterianos. Por su parte, los extractos de hexano pueden
contener metabolitos de naturaleza no polar como triterpenos o esteroides, los cuales han sido
reportados por Aderibigbe et al. (2011) por poseer actividad antimicrobiana. Este mismo autor
indica en un estudio realizado con las semillas del guaje blanco. halos de inhibicion
dependientes de la concentracion para bacterias Gram positivas y negativas, como S. aureus con
halos de inhibicion de hasta 12 mm promedio v para E. coli de hasta 18 mm promedio. Nwe et
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al. (2001) reporta actividad antibacteriana en cepas de 5. aurens con halos de inhibicion de 26
mm promedio para extractos alcoholicos de hojas de L. glauca, sin embargo otros autores como
Reda et al. (2015) y Mathur er al. (2013) reportan que los extractos polares de hojas de L.
feucocephala fueron activos para cepas de 8. aureus v E. coli con diametros de inhibicion de 10
mm a 15 mm, rangos muy similares obtenidos por la presente investigacion para esas cepas en
el caso de extractos de semillas.

Un estudio realizado por Abu er al. (2016) donde se analizaron las propiedades antimicrobianas
cuantitativas del extracto acuoso de hojas de L. lewcocepahala para dos cepas del género
Staphylococcus, reportd valores de CMI superiores a los reportados para este trabajo: CMI para
S. agureus: 1250 pg / mL, mientras que para 5. epidermidis: 6250 pg / mL. En el presente
trabajo, las diferentes cepas de 5. awreus reportaron valores de CMI de 2000 a 4000 pg / mL.
Un informe de Savita & Preeti (2015) obtuvo los siguientes datos de CMI para E. coli para 3
disolventes diferentes a partir del extracto de hojas de L. leucocephala, extracto metanolico:
620 pg / mL, acetona: 5000 pg / mL y finalmente para el cloroférmico 1250 pg / mL. Los
valores reportados por este autor son inferiores a los de la presente investigacion, donde solo se
obtuvieron para el extracto de hexano de la semilla: CMI= 3000 pg / mL.

Se obtuvieron tres cinéticas de muerte de la cepa 5. agurenus CUSI donde se aprecié un efecto
significativo de la CMB en la disminucion de la poblacion bacteriana. Para L. leucocephala, la
CMB de 6000 pg / mL del extracto acetonico mata al 99.9% de las bacterias en la primera hora
del tratamiento, en tanto que la CBM del extracto metanolico disminuye las UFC/mL a partir de
las 12 horas de exposicion. Respecto a L. esculenta, la CMB de 4000 pg / mL para el extracto
metanolico marca un decremento significativo de la poblacion bacteriana en la décimo segunda
hora de tratamiento, observandose un efecto de tipo bacteriostatico. Dado lo anterior, el efecto
antibacteriano puede deberse a la participacion de diferentes metabolitos secundarios de
naturaleza polar y una disminucién significativa de UFC de 8. gurens CUSI entre las primeras
doce horas de exposicion a los extractos de semillas de ambos guajes.

El efecto de los extractos del guaje rojo ¥ blanco sobre las diferentes cepas de hongos mostro en
el caso de levaduras, que de las 3 cepas con las que se trabajo, Gnicamente una fue susceptible:
C. glabrata con halos de 6 ¥y 7 mm de diametro. Estos datos se asemejan a lo reportado por
Mulaudzi (2015). con baja o nula accion del extracto acuoso de hojas de L. leucocephala con
diametros de % mm en promedio para . albicans. Mathur et al. (2013) vy Abu er al. (2016) no
registran actividad del extracto acuoso ni del alcoholico sobre C. albicans ni C. tropicalis. Por
otro lado, Reda et al. (2015) en su investigacion, reporta halos de inhibicion de 14 mm para el
extracto crudo de hojas de L. leucocephala sobre . albincans. Por lo que los extractos polares
de L. leucocephala y L. escuelenta presentan baja efectividad sobre las diferentes cepas de
levaduras probadas.

Por otro lado, al aplicar los diferentes extractos de L. leucocephala y L. esculenta a las cepas de
hongos miceliados, se encontrd que los extractos acetonicos fueron efectivos para mas cepas.
Como en el caso de las cepas bacterianas, se demostré también que el guaje blanco es mas
efectivo que el guaje rojo para inhibir el crecimiento de las cepas de hongos filamentosos. Reda
et al. (2015) indica que el extracto de hojas de L. leucocephala tuvo efecto sobre 4. niger. A
pesar de este reporte otros dos estudios indican efecto inexistente del extracto de guaje blanco
sobre 4. niger (Abu er al., 2016; Aderibigbe et al.. 2011).

Posterior al analisis exploratorio, fue determinada la Concentracion Fungicida Media (CFso), la
cual se define como la concentracion de un extracto o compuesto que disminuye la poblacion en
un 50%. Se hace mencidn que para obtener estas curvas, la actividad de los antifiingicos al igual
que la de los antibacterianos depende de una serie de factores como son: la temperatura de
incubacion, el pH y el medio de cultivo, cuya influencia viene determinada por su incidencia en
la velocidad de crecimiento del hongo (Canton & Peman, 1999). La actividad cuantitativa sobre
las cepas de hongos filamentosos mostro valores de CFs; significativos para todos los casos, por
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lo que existe efecto inhibitorio de las poblaciones de hongos miceliados por parte de los
extractos de semillas de ambos guajes. Cabe resaltar que no hay reportes de evaluaciones
cuantitativas de CFso para las cuatro cepas utilizadas en la literatura cientifica existente hasta la
fecha. sin embargo. un trabajo con una leguminosa del género Lupinus mostré nula inhibicion
de extractos acuosos de las hojas con base de liofilizados, probandolos en cepas de 1. rubrum.
Argumenta el autor, la importancia del proceso de extraccion ya que el efecto fungicida que se
adjudica a los alcaloides contenidos en las hojas puede perderse en el proceso de obtener los
extractos (Coloma, 2009).

La investigacion sobre antimicrobianos mostro que hay diferencia significativa en el uso de
extractos metanolicos v acetonicos de ambos guajes, sobre ciertas cepas microbianas, que si
bien no equipara a la actividad de los farmacos control se demostré su efectividad en términos
estadisticos. Es importante considerar que un extracto es una mezcla de compuestos v estos
pueden tener cierta actividad biclogica con menor efecto que un compuesto aislado o un
farmaco como los controles positivos utilizados (Avalos & Pérez, 2009).

La variabilidad de los datos puede deberse a las condiciones del medio al que estan sometidas
las especies vegetales. Bhalla er al. (2005) indica que la concentracion, presencia o efecto de
metabolitos secundarios wvaria respecto a condiciones como depredacion, polinizacion o
relaciones de simbiosis, entre otros factores. Ademas. las condiciones ambientales adecuadas
como la incidencia de luz., temperatura, presion. altitud, humedad y tipo de suelo. entre otros.
son elementos importantes a considerar en el efecto de los extractos vegetales sobre las
actividades biolégicas, ya que son los metabolitos especializados los que proporcionan
principalmente los resultados esperados.

Se debe considerar ademas del efecto de los extractos, los mecanismos de accion de los
antimicrobianos y las diferencias estructurales y fisiologicas entre las cepas utilizadas. Los
agentes antimicrobianos actlan por una serie de mecanismos que son muy diferentes entre si y
cuyas dianas se encuentran en diferentes regiones de la célula, en general estas dianas son: la
pared, la membrana celular, la sintesis proteica por inhibicién de funciones ribosomicas, la
sintesis de acidos nucleicos o la inhibicion de otras vias metabolicas (Errecalde. 2004: Murray
efal., 2017).

El guaje rojo v el guaje blanco pertenecen a la familia de las leguminosas: se ha investigado que
cantidades apreciables de aminoacidos toxicos y sustancias como taninos y saponinas existen
frecuentemente en las hojas vy semillas de esta familia. Las saponinas., son capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano. como se reporta en semillas de dcacia auriculiformis (Yik er al., 2011).
La mimosina, un alcaloide reportado para plantas del género Leucaena, contiene en las hojas,
tallos v semillas de L. leucocephala cantidades de aproximadamente 30 mg / g (D’'Mello,
1992). Asimismo. Yik ef al. (2011} indica la presencia del alcaloide mimosina en semillas de £.
leucocephala de 23 mg / g de peso seco. Compuestos fendlicos fueron reportados en hojas,
flores, tallos, semillas vy raices, como: taninos, flavonoides, antocianinas o cumarinas, ademas
de otros metabolitos como glucosidos, terpenos y esteroides con potencial antimicrobiano
(Reda et al., 2015; Savita & Preeti, 2015). Finalmente, Aderibigbe er al. (2011) evidenciaron la
presencia de triterpenos vy esteroides de semillas de L. leucocephala. ademas de otros
glicolipidos v carotenoides.

Cabe sefialar que en las pruebas coloridas no se obtuvieron resultados positivos para los
taninos, sin embargo la literatura reporta estos metabolitos secundarios. este resultado podria
deberse al tipo de solvente utilizado, la cantidad de extracto v la cantidad de metabolitos
secundarios contenidos en el muestras, ya que tienden a estar en cantidades infimas para dar
resultados positivos (Ringuelet & Vifia, 2013) y que al tener un contenido de taninos muy bajo.
el viraje de color es invisible a simple vista dando falsos negativos.
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CONCLUSIONES

Los extractos metanolicos y acetonicos de semillas de ambos guajes presentaron una mayor
actividad biologica sobre cepas de S awreus v E. coli (bacterias) vy Trichophyvton
mentagrophytes v Aspergillus niger (hongos miceliados). Por otro lado. los valores de CMB vy
CFsp fueron significativos inhibiendo el desarrollo microbiano. Ademas, se propone que los
metabolitos involucrados en la actividad antimicrobiana son de naturaleza polar, como
saponinas, alcaloides, compuestos fenolicos, entre otros. El presente estudio contribuye a
validar el uso en la medicina popular de L. leucocephala v L. esculenta para tratar algunas
enfermedades infecciosas.
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CAPITULO IlII.

INVESTIGACION FITOQUIMICA Y ENSAYOS
BIODIRIGIDOS

Como resultado del trabajo fitoquimico biodirigido con los extractos activos de

semillas de L. leucocephala y L. esculenta fue publicado el articulo de requisito:

“Estudio biodirigido de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
y aislamiento de D-pinitol de semillas de Leucaena esculenta y L.
leucocephala. Bio-guided study of secondary metabolites with antimicrobial
activity and isolation of D-pinitol from Leucaena esculenta and L.
leucocephala seeds”, el cual fue aceptado en la revista cientifica “Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas” (ISSN: 0717-

7917) arbitrada e indexada internacionalmente cuya cita es:

“Mora-Villa A, Estrella-Parra A, Avila-Acevedo G, Jiménez-Estrada M, Lira-Saade
R, Hernandez-Delgado T (2023). Estudio biodirigido de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana y aislamiento de D-pinitol de semillas de Leucaena
esculenta y L. leucocephala. Boletin Latinoamericano Y Del Caribe De Plantas
Medicinales Y Aromaticas, 22(5), 657-675.
https://doi.org/10.37360/blacpma.23.22.5.48”

El trabajo muestra la actividad antimicrobiana de compuestos fendlicos contenidos
en los extractos polares de ambas semillas de guaje, ademas de la caracterizacion

guimica de un compuesto aislado mediante técnicas espectroscopicas.
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Abstract: Phytochemical bio-guided studies are used to find compounds with biological activity.
Flavenods from seeds of Leucasna species have antimicrobial activity in strains of medical mterest,
therefore, fresh seeds were collected from the town of Tlavacapan, Mereles, Mexico. The methanolic
extracts were obtamned by the maceration technique, targeted fractionation was performed using
adsorption and molecular exclusion chromatographic techniques; to observe the antimicrobial activity,
agar diffusion techniques were used; spectrometric and spectroscopic techniques were used for the
characterization of D-pinitol, resulting from the fractionation of L. Jsucocephala. Antimicrobial activity
was found on strains of Escherichia coli CUSI and Staphyviococcus aursus ATCC 29213 of the most polar
fractions, identifving the responsible compounds by HPLC: caffeic acid, gallic acid, p-coumaric acid,
querceting catechin and apigenin, these compounds can inhibit the activation enzymatic, svnthesis of
nucleic acids and proteins, chelating with different ions, etc.

Kevwords: Antimicrobial; Chromatography; D-pinitel; Leucasna, Natural products.

Resumen: Los estudios biodirigidos fitoquimicos son empleados para encontrar compuestos con
actividad bicldgica. Los flavonoides de semillas de especies de Lsucasna son reportados por tener
actividad antimicrobiana sobre cepas de interés médico, por tanto, se colectaron semillas frescas de la
localidad de Tlavacapan, Morelos, México. Se obtuvieron los extractos metanélicos mediante la técnica
de maceracion, el fraccionamiento dirigido se realizd empleando técnicas cromatograficas de adsorcion v
exclusion melecular; la actividad antimicrobiana se determind mediante técnicas de difusion en agar; se
utilizaron técnicas espectrométricas v espectroscopicas para la caracterizacion del D-pinitol, resultado del
fraccionamiento de L. leucocephala. Se encontrd actividad antimicrobiana sobre cepas de Escherichin
coli CUSI v Stapiplococcus aureus ATCC 29213 de las fracciones mas polares, identificando los
compuestos responsables via HPLC: acido caféico, acido galice, acido p-cumarico quercetina, catequina v
apigenina, dichos compuestos pueden inhibir activacion enzimatica, sintesis de acidos nucleicos y
proteinas, quelarse con diferentes 1ones. etc.

Palabras clave: Antimicrobiano; Cromatografia; D-pinitol; Leucaena; Productos naturales.
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INTRODUCTION

La acci6n preventiva o curativa de las plantas se debe
a prnnciplos activos que son producto del
metabolismo secundario de las mismas. Son
conocidos mas de 100.000 metabolitos secundarios y
solo el 1% cuenta con estudios fitoquimicos de
caracterizacion e identificacion de moléculas v de
actividades biologicas de importancia médica
(Akerele, 1993; Bhalla er al., 2005; Llorente y
Ocegueda, 2008). Las especies de la familia Fabaceae
representan buenas candidatas para realizar estudios
de actrvidades biologicas debido a su diversidad
taxondmica, fitoquimica v por ser de alto consumo
por la poblacion en general (Villasefior, 2004).

El género Leucaena es uno de los 754
géneros que tiene la familia Fabaceae, cuenta con 24
especies a nivel mundial v 13 de ellas se encuentran
en México. Tradicionalmente han sido utilizadas para
la alimentacion, vivienda v terapéutica de diversas
etnias del terrtorio  mexicano, donde son
popularmente conocidas como “guajes” (Zolla, 1980;
Zarate, 1994; Rojas er al., 2001).

Las especies mas representativas del género
Leucaena son L. leucocephala y L. esculenta,
coloquialmente conocidas como “guaje blanco” y
“guaje rojo” respectivamente. L. leucocephala es
caracteristicamente un arbol glabrescente de hasta 12
m de alto, con ramas cilindricas, pinnas de 6 a 9
pares, foliolos de 9 a 18 (-24) pares; inflorescencia
blanca; fruto tipo vana oblongo, café v liso; las
semillas son obovadas moreno rojizo claro a oscuro;
naturalizada pantropical v ampliamente distribuida
como planta cultvada Por su parte, L. esculenta es
un arbol de hasta 15 m de alto, con corteza lisa, color
gris claro brillante, ramas carinadas, pinnas de 1§ a
32 pares, foliolos 39 a 64 (-85) pares; inflorescencia
blanca v globosa; fruto tipo vaina membranaceo
rojizo o pardo; las semillas son obovadas castafio
rojizas o amarnllentas; se distribuve en la sierra
Madre del Sur, en la Depresion del Balsas, la
Depresion Tehuvacan-Cuicatlan-Quiotepec v las zonas
de la Alta Mixteca. En México, ambas especies, son
principalmente utilizadas como recurso comestible,
cerca viva, forrajera v medicinal (Zarate, 1994
Zarate, 1997).

En estudios etnobotanicos hechos en México,
s reportan efectos analgésicos, anticancerigenos,
antunflamatorios, antidiabeticos, afrodisiacos,
eUpEpicos, antiparasitarios v antimicrobianos de
extractos de hojas v semullas de L. leucocephala v L.

Estudio biodirigido de semillas de Leucaena esculenta y L. leucocephala

esculenta (Zarate, 1987; Zarate, 1999; Lim, 2012;
Roman, 20135; Peralta et al.. 2017; Sepulveda et al.,
2018; Mora et al, 2021). Especificamente, en
estudios antimicrobianos mediante la técnica de
difusion en agar, se reporta actividad de los extractos
de hojas y semillas de L. leucocephala.
principalmente sobre cepas de FVibrio cholerae.
Shigella flexneri, Staphyiococcus aureus, Candida
albicans, Escherichia coli vy  Pseudomonas
aeruginosa con halos de mhibicion promedio de 15
mm para E. coli v S. aureus (Nwe et al., 2001;
Mathur et al., 2013; Savita vy Preeti, 2015; Dago et
al.. 2020). En el caso de L. esculenta. los extractos
acuosos y metanolicos de las semillas fueron
efectivos contra cepas bacterianas de E. coli v S.
aureus con halos de inhibicion de 16 mm en
promedio (Mora et al., 2021). En témminos
cuantitativos v mediante la técnica de microdilucion
en caldo Abu er al. (2016) v Mora et al. (2021),
reportaron valores de CMI del extracto acuoso y
metanolico cde hojas v semillas de L. leucocepahala
v L. esculenta para S. aureus de CMI de 2000 a 6000
pg/mL. Mientras que un informe de Savita v Preen,
(2015) obtuvo los siguientes datos de CMI para E.
coli a partir del extracto de hojas de L. leucocephala,
extracto metanodlico: 620 upg/mL, acetona: 3000
pg'mL y finalmente para el cloroformico 1250
pg/mL. Las CMI de los antibioticos convencionales
suelen oscilar entre 0.01 v 10 ug/mL, mientras que
los compuestos vegetales se clasifican habitualmente
como antimicrobianos si sus CMI oscilan entre 100 v
1000 pg/mL (Bubonja-Sonje er al.. 2020). Por su
parte, Rios v Recio, (2005) proponen que la CMI
para la actividad antimicrobiana de un extracto de
planta y un compuesto aislado para que se consideren
significativos debe estar por debajo de 100 ug'mL v
por debajo de 10 ug/mL, respectivamente. Sin
embargo, es importants mencionar que la actrvidad
antimicrobiana de un extracto es significativamente
diferente a la de un compuesto puro va que en el
primer caso se trata de una mezcla donde los
compuestos  activos pueden estar en baja
concentracion, inhibirse en presencia de otros
compuestos o incluso ser inactivos; en tanto que, al
tratarse  de compuestos puros, estos actian
potenciando su actividad. Segin Fabrv er al. (1998),
se considera que las plantas con CIM por debajo de
8000 pg'mL muestran cierta actividad
antimicrobiana, Gibbons, (2004); Rios v Recio,
(2005) v Olvewra et al, (2013) afirman que los
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extractos de plantas y productos naturales con CIM
por debajo de 1000 pg'mL son buenos candidatos
para farmacos antimicrobianos.

Respecto a estudios fitoquimicos en L.
leucocephala se reporta la presencia de flavonoides,
sapomnas, fenoles, glicosidos cardiacos, terpenoides
(Revathi vy Deivasigamani, 2018) y taninos
condensados (Stewart v Dunsdon, 1998; Espinoza et
al., 2003). Algunos compuestos han sido
identificados mediante GC-MS como: neofitadieno
(9.48%), octadecaeno (3.15%), 1-octadecieno
(3.85%), fitol (52.51%) y hexacosano (7.26%)
(Umaru er al., 2018). Por otro lado, otros compuestos
como denivados de quercetina y catequina, apigenina
v acidos fenolicos fueron identificados en extractos
polares de hojas v semillas de guaje blanco (Chung-
Y1 v Yau-Der, 2010a; Chung-Y1 y Yau-Der, 2010b;
Chen v Wang, 2011). En tanto que L. esculenta tiene
presencia de taninos condensados en el extracto
metanolico de hojas (Stewart v Dunsdon, 199§;
Osbome y McNeill, 2001; Dalzell v Shelton, 2002;
Barahona er al.. 2003) v triptaminas en la corteza
(Zarate, 1994).

Para lidiar con la creciente mortandad que
producen las enfermedades infecciosas respiratorias e
intestinales, ademas de la problematica de la
resistencia microbiana a los antibioticos comerciales,
se ha retomado la bisqueda de principios activos de
plantas en los taxa mas diversos y utilizados en la
medicina tradicional para el tratamiento de estos
padecimientos (Miethke ez a/., 2021). Aunado a esto,
los recursos vegetales son muy utilizados ya que las
plantas son materia de facil obtencion, manejo,
requieren de pocos cuidados v representan bajos
costos para la mayoria de las comunidades humanas
(Waizel, 2006; OMS, 2013; Royaka er al., 2014;
OMS, 2017, Flatley, 2019).

La elucidacion de compuestos vegetales de
interés médico se lleva a cabo de diferentes maneras,
Atanasov er al. (2015), remarca 5 prncipales
estrategias entre las cuales detalla dos principales por
su facilidad, precision y ventajas, una es la
metabolomica, la cual se utiliza para medir de forma
global los metabolitos de bajo peso molecular, lo que
permite la comparacion simultanea de diferentes
muestras vy por tanto, destacar los compuestos
producidos como biomarcadores para ser empleados
como antimicrobianos potenciales (Wu er al., 2015),
sin embargo tiende a ser costosa. Por otro lado, los
estudios biodingidos fitoquimicos son una de las

Estudio biodirigido de semillas de Leucaena esculenta y L. leucocephala

estrategias de obtencion de metabolitos con
actividades biologicas mas usuales, estos se basan en
que, los extractos que muestran la actividad de interés
son seleccionados v sometidas a fraccionamiento por
cromatografias (Lautié er al., 2020), v en el caso de
los productos naturales antimicrobianos son probados
mediante métodos microbianos en agar v con las
cepas correspondientes (Abreu et al., 2008). Si bien,
existen diferencias sobre la obtencion de metabolitos
seglin la técnica, es importante resaltar la enorme
diversidad de moléculas como potenciales
antibidticos y tratar asi, de superar las limitaciones en
los diversos sectores de investigacion y financiacién
para potenciar el desarrollo de productos seguros v de
calidad (Miethke et al., 2021).

Debido a los antecedentes etnobotanicos,
antimicrobianos v fitoquimicos se considera que los
metabolitos secundarios, particularmente flavonoides
de semillas de ambas especies de Leucaena poseen
actividad antimicrobiana sobre cepas de interés
médico, el objetivo del presente estudio fue la
identificacion de productos naturales capaces de
inhibir desarrollo bacteriano a través de un estudio
biodirigido fitoquimico.

MATERIALES Y METODOS

Area de colecta

Las semillas de ambos guajes se recolectaron en la
localidad de Tlayacapan, Morelos (18°3720"N y
08°58'52” W, 1640 msnm), en julio de 2018. Un
ejemplar completo de cada especie fue depositado en
el Herbario IZTA de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala (FESI), UNAM.

Obtencion de los extractos y particiones

Las semillas fueron colectadas en fresco (300 g de
cada especie), secadas a temperatura ambiente v sin
exposicion solar directa, posterior a ello, fueron
trituradas con un molino para plantas. Los extractos
se obtuvieron a través de la técnica de maceracion
(Sierra et al., 2018) mediante el uso de solventes de
diferente polaridad: hexano, acetona v metanol de
forma subsecuente y partiendo del mismo material
vegetal colocados en matraces de 1L de capacidad
(durante 3 dias por solvente). Las particiones se
realizaron con 20 y 18 g de los extractos metandlicos
(dada su actividad biologica) de ambas especies de
Leucaena, las cuales fueron obtenidas con la
maceracion de estas en hexano, metanol v agua v
separadas mediante un embudo de separacion. Los
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extractos v particionss se filtraron v concentraron a
presion reducida con un rotavapor Heidolph Laborota
4001 acoplado a un equipo de destilacion simple
{(Dominguez, 1978). El rendimiento de cada uno de
ellos fue determinado por diferencia de peso,
tomando como el total la materia base en cada
calculo: semillas, extractos o particiones (expresado
€N gramos v en porcentajes). Se partido de un total de

Estudio biodivigido de semillas de Leucaena esculenta y L. leucocephala

Ensayos coloridos cualitatives

Los grupos de metabolitos secundarios fueron
identificados mediante el uso de ensavos colondos
(Tabla N® 1). Para ello se realizo una solucion patron
con 3 mg de cada extracto a probar disuelto en 2 mL
de metanol, esta reacciond con una serie de reactivos
especificos para conocer presencia o ausencia de
grupos polares del extracto metanolico como fenoles,

peso seco de semillas de: 434.34 g L. leucocephala v

435863 g L. esculenta.

taninos, alcaloides, glucdsidos, saponinas v
cumarinas (Dominguez, 1983; Marcano & Hasegawa,
2002; Bulugahapitiya, 2018; Mora er al., 2021).

Tabla N°1
Pruebas coloridas para la presencia de grupos de metabolitos secundarios
Grupo de Reactivos Metodologia Prueba positiva
Ms
Fenoles Cloruro férrico 1 mL de selucidn patrdn + 3 gotas de cloruro Coloracién azul o verde
férrico
Taninos Reactivode gelatina  Tubo de solucidn positiva de fenoles + 3 gotas de Precipitado azul o verde
reactivo de gelatina
Alcaloides  Dragendorffy/o Mayer 1 mlL de solucidn patrén + 3 gotas de reactivode  Precipitado rojizo (Dragendorff), precipitado
Dragendarff y/o Mayer lechaso (Mayer)
Glucésidos a-naftol y HCI 1 mL de solucion patrén + 3 gotas de a-naftol y 3 Anillo morado
gotas de HCl concentrado
Saponinas Agua destilada 10 mg de extracto + agua destilada = agitar por Espuma que permanece por al menos un
al menos dos minutos minuto
Cumarinas NaOH y HCI 1 mL de NaOH al 10% + 5 gotas de solucion Si hay coloracion amarilla agregar 3 gotas de

HCl al 10%. Si la mezcla se vuelve
transparente |3 prueba es positiva

patron

MS: Metabolitos secundarios

Técnicas cromatogrdficas

Cromatografia en capa fina (CCF). Muestras
totalmente solubilizadas en metanol de los extractos
polares fueron colocadas con ayuda de un capilar de
vidrio de 05 mm en cromatofolios (Merck) con
soporte de aluminio con un espesor uniforme de
adsorbente de silica de 0.1 mm. Se realizaron 4
descargas de cada muestra sobre el punto de
aplicacion. Se utilizaron mezclas de solventes de
hexano, acetona y metanol como fases moviles. La

visualizacion de las fracciones en el cromatofolio se
llevd a cabo mediante luz UV 366 nm v 254 nm y
revelador de sulfato cérico (Marcano v Hasegawa,
2002; Sherma v Fried, 2003).

Cromatografia en columna abierta (Silica gel
y Diaion® HP-20). Para el fraccionamiento de los
extractos activos se realizaron columnas de adsorcion
y de exclusion molecular en columnas de cristal de 4
cm de diametro. En el primer caso, la columna
empacada con silica gel como fase estacionaria, twvo
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una relacién de 20:1 con la muestra cuyo peso fue de
13.88 g de extracto metandlico de semillas de L.
leucocephala (empacada en himedo); la fase moévil
consistio en mezclas de hexano, acetona y metanol de
forma ascendente en polaridad; finalmente, se
tomaron alicuotas de 200 mL cada una hasta el
avance total de la muestra. Por su parte, las columnas
de exclusion molecular, cuva fase estacionaria fue
Diaion® HP-20 en relacion 20:1 con la muestra,
partieron de 4 a § g de extractos metanolicos y
acuosos de semillas de ambas especies de Leucaena
(los cuales demostraron altos rendimientos ¥y
actrvidad biologica); las fases moviles consistieron en
mezclas de metanol: agua de forma ascendente en
polanidad; para concluir se tomaron alicuotas de 50
ml hasta el avance total de la muestra por cada
columna Todas las fracciones obtemidas se filtraron y
concentraron a presion reducida con ayuda de un
rotavapor Heidolph Laborota 4001 acoplado a un
equipo de destilacion simple. Las alicuotas obtenidas
se analizaron mediante cromatografia en capa fina
(Marcano v Hasegawa, 2002; Corzo, 2019).

Cromatografia HPLC

Las 6 fracciones finales de las columnas abiertas con
actividad biologica (ver Tabla N° 3) fueron
analizadas en un HPLC de arreglo de diodos UV-VIS
(HPLC-DAD-FD) Agilent 1100 Series. Se pesaron
10 mg de cada fraccion, los cuales se disolvieron en 1
mL de metanol (grado HPLC), se filtraron a través de
una membrana PVDF con un tamaiio de poro de 0.2
um, se sonicaron y finalmente fueron inyectados 30
uL de cada muestra. Se utilizé una columna Hibar ®
250-4 LiChrosorb® RP-8 (10 um) de fase reversa. La
fase movil fue un solvente de sistema binario que
consistid en: agua (A) y metanol (B) a un flujo de
0.600 mL'min v la deteccion se realizé a 280 nm bajo
condiciones de temperatura controlada de 25°C. Los
cromatogramas se obtuvieron con el programa LC
Agilent. La identificacion de los compuestos se
realizd comparando los tiempos de retencion (tr)
obtenidos con los estandares puros de acido caféico,
acido galico, acido p-cumadrico, catequina, quercetina
y apigenina marca Sigma-Aldrich®, preparando 1 mg
del estaindar en 1 mL de metanol grado HPLC
(Marcano y Hasegawa, 2002; Corzo, 2019).

Pruebas fisicas y quimicas
Se registraron caracteristicas fisicas como el aroma,
color, tamafio v forma de los cristales. Se llevaron a
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cabo pruebas de solubilidad tomando un cnistal para
disolverlo en 10 uL de solventes: hexano, acetona,
metanol, agua y DMSO. Por otro lado, se determind
el punto de fusion por el método de Fisher Johns con
el aparato del mismo nombre. Dicha técnica consiste
en colocar unos cristales de la muestra entre dos
cubreobjetos redondos, los cuales se ponen sobre una
plancha de metal que se va calentando grado a grado,
el aparato acopla un termometro y una lupa para
observar la temperatura exacta a la cual la muestra
comienza a fundir (Pasto v Johnson, 1981).

Elucidacion  del compuesto por  técnicas
espectroscopicas y espectrometricas

Se analizaron por métodos espectroscopicos ¥
espectrométricos €l compuesto aislado en los
Laboratorios de Espectroscopia v Laboratorio
Universitario de Resonancia Magnética Nuclear
(LURMN) del Instituto de Quimica de la UNAM.
Los analisis realizados fueron: espectrometria de
masas para conocer el peso molecular del compuesto
por el método de “Ton mode: EI+", espectroscopia
infrarroja, para conocer las sefiales de los grupos
funcionales caracteristicos del compuesto mediante el
método “Pelicula EGR"”, resonancia magnéuca
nuclear de protones (RMN HI) v resonancia
magnética de carbono (RMN C13) en un aparato de
500 MHz y cuya muestra se disolvido en DMSO. Esta
técnica se usa para conocer el numero, posicion
espacial y desplazamiento de los carbonos e
hidrogenos contenidos en la muestra. Para todas las
pruebas mencionadas se utilizaron 5 mg de
compuesto, donde en algunas de ellas la muestra
pudo ser recuperada.

Técnica de difusion en agar

Para identificar la actividad antibacteniana, se utihizod
el método de difusion en agar (CLSI, 2012; Balouin
et al., 2016). Se prepararon indculos bacterianos en
10 mL de caldo Miiller-Hinton (Bioxon) v se
incubaron a 37°C durante 24 h. Los indculos se
ajustaron con solucién salina estéril para obtener la
turbidez del estandar de McFarland No. 0.5 (108
UFC/mL). Las bacterias fueron inoculadas en placas
de agar Muller-Hinton (MH), en las cuales se
colocaron discos de papel filtro (Whatman N °3) de 5
mm de diametro impregnados con 2 mg de extracto,
(por disco). Como control positivo se utilizaron
discos impregnados con 23 pug de cloranfenicol y
como control negativo discos con 10 pL de solvente.
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Las placas se incubaron a 37°C durante 18 h. Los
halos de inhibicion se reportan en mm. El
experimento se realizd por triplicado. Se utilizé una
cepa Gram positiva: Staphylococcus aureus ATCC
29213 v una cepa Gram negativa: Escherichia coli
CUSI, donadas por el laboratorio de analisis clinicos
de la Clinica Universitaria de Salud Integral (CUSI)
de la FES Iztacala (UNAM), cuya susceptibilidad fue
probada por Mora et al. (2021).

Bioautografia

Para conocer la actividad antimicrobiana de las
fracciones obtenidas, se empled la bioautografia. La
placa cromatografica (previamente revelada con los
compuestos de interés) se colocd en cajas Petri con
medio MH v con los indculos bacterianos sembrados
mediante la técnica de difusidn en agar. Las cajas se
incubaron a 37°C durante 24 h. Para la visualizacion
del crecimiento microbiano, se asperjé una solucion
de Cloruro de Tetrazolio sobre el bioautograma, el
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cual se vuelve a incubar a 37°C durante 30 min
Pasado ese tiempo se revisa la placa para marcar las
franjas de él o los compuestos que inhibieron el
crecimiento bacteriano. Se utilizaron las cepas
susceptibles a las pruebas antimicrobianas: S. aureus
ATCC 29213 y E. coli CUSI, donadas por el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de Salud Integral (CUSI) de la FES
Iztacala (UNAM) (Choma y Grzelak, 2011;
Dewanjee et al., 2015; Balouir1 ez al., 2016).

Andlisis estadisticos

Con los datos antimicrobianos obtenidos se
determind, la desviacion estandar y la media de los
experimentos; el analisis estadistico de las diferencias
entre los valores medios obtenidos para los grupos
experimentales se realiz0 mediante analisis de
varianza (modelo ANOVA), los valores se calcularon
con el programa PAST (2020) version 4.03 (Hammer
etal., 2020).

Tabla N°2
Rendimiento. actividad bioldgica e identificacion colorida de metabolitos secundarios de los extractos
metanolicos v particiones de semillas de L. leucocephala v L. esculenta

L. leucocephala
Extracto o Rendimiento Actividad biologica (mm) Metabolitos secundarios
particion o) S aureus ATCC 29213 E. coli CUST
E. metandhico 529 733206 633206 Fenoles, glucosidos v saponinas
P_hexénica 935 NA NA Alcaloides v saponinas
P_metandlica 67.70 14.00 =0 66 NA Fenoles, glucdsidos v saponinas
P acnosa 2350 1500=144 1400£066  Fenoles, glucdsidos v saponinas
L. esculenta
E. metandlico 432 6000 6.67=0.58 Fenoles, glucdsidos v saponinas
P. hexanica 413 NA 11.00+0.88 Alealoides
P. metandlica 11.04 NA 10.00 = 1.44 Fenoles, glucosidos v saponinas
P. acuosa 8294 900144 NA Glucdsidos v sapominas

E: extracto, P: particion, NA: No actividad antimicrobiana. Control poesitivo: Cloranfenicol en S. aureus
ATCC 29213: 22,33 £ 0.47; Cloranfenicol en E, coli CUSI: 23.00 £0.00

RESULTADOS

Se obtuvieron los extractos a partir de 43434 g v
458.63 g de peso seco de semillas de L. leucocephala
v L. esculenta respectivamente. Se calcularon los

rendimientos del extracto metandlico de cada especie
vegetal: L. Jleucocephala: 529% (23.02 g); L
esculenta: 4.32% (19.82 g), asi como de las
particiones realizadas para el proceso biodingido: L.
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leucocephala: hexano: 9.33% (1.87 g). metanol:
67.70% (1354 g) v agua: 2350% (4.70 g); L.
esculenta: hexano: 4.13% (0.82 g). metanol: 11.04%
(2.19 g) v agua: 82.94% (16.44 g). Se determind la
actividad antimicrobiana con una cepa Gram posttiva
v otra cepa Gram negativa cuya susceptibilidad fue
probada por Mora er al. (2021), v por ultimo se
identificaron grupos de metabolitos secundarios
presentes en las semillas de ambas especies mediante
pruebas colondas (Tabla N° 2).

Estudio biodirigide de semillas de Leucaena esculenta y L. leucocephala

Se llevaron a cabo cromatografias en
columna abierta por adsorcidon y por exclusion
molecular de las particiones polares que probaron
tener actividad antimicrobiana de semillas de L
leucocephala v L. esculenta para identificar la
actividad biologica mediante bioautografias directas
ademas del rendimiento de las fracciones en
porcentaje, tomando como valor total el peso de los
extractos v particiones (Tabla N° 3).

TablaN°3
Rendimiento y actividad biolégica de las fracciones obtenidas de las cromatografias en columna de los
extractos polares de semillas de L. leucocephala y L. esculenta

L. leucocephala

Columna Extracto o Fracciones con Rendimiento Actividad biolégica (mm)
particién actividad (%) S. aureus ATCC __ E coli CUSI
biologica 29213
Silica gel E. metanolico 10 1.60 10.00=0.0 9.60=047
Diaion P. metandlica 8 1.62 12.00£0.0 NA
Diaion P. acuosa 5 5.10 13.66 = 0.45 11.66 =045
L. esculenta
Diaion P_ metandlica 5 13.65 NA 15.66+093
Diaion P. acuosa 3 234 170000 NA
Diaion P. acuosa 4 33.19% 13.00=082 NA

E: extracto, P: particion, NA: No actividad antimicrobiana. Control positivo: Cloranfenicol en §. aureus
ATCC 29213: 22.33 £ 0.47; Cloranfenicol en E. coli CUSI: 23.00 £ 0.00

Se caracterizaron las fracciones con actividad
antimicrobiana positiva de los  bioautogramas
mediante un analisis de HPLC de arreglo de diodos
(HPLC-DAD-FD). Fueron comparadas las sefiales
obtenidas con el tiempo de retencion de los
estandares comerciales correspondientes (Tabla N*
4).

Por otro lado, v como resultado del

fraccionamiento de los extractos de semillas de L.
leucocephala, fue posible aislar D-pinitol, (Figura N°
1), tambien llamado 3-0-metil D-Chiro-inosttol, cuya
formula molecular es CTH1406 v nombre asignado
por la IUPAC: (15,2545 3R)-6-metoxiciclohexano-
1,234 5-pentol. El compuesio fue caractenizado,
fisica, biologica, espectroscopica v
espectromeétricamente.
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Tabla N° 4
Tiempo de retencién de los metabolitos identificados mediante HPLC con actividad antimicrobiana de los
extractos polares de semillas de L. lencocephala v L. esculenta

L. leucocephala

Frafcidn. fqn.arti\'i.dad Metabolitos identificados Tiempo de r?tencidn (tr)

biologica (min)
Acido caféico 498

Acido galico 5.97

Quercetina 6.57

10 Acido p-cumarico 7.37
Catequina 931

Apigenina 17.84

Acido caféico 473

Quercetina 6.93

8 } .
Catequina 055

Apigenina 17.03

Acido caféico 472

Acido gilico 510

5 Quercetina 6.74
Acido p-cumarico 7.83

Apigenina 1745

L. esculenta

Acido caféico 414

Acido gilico 572

5 Quercetina 6.31
Acido p-cumarico 7.10

Apigenina 1746

Acido caféico 479

3 Acido galico 5.53
Quercetina 6.22

Apigenina 17.49

Acido caféico 4.81

4 Acido galico 538
Apigenina 17.67

Tiempo de retencién en minutos de los estindares de HPLC a 280 nm: icido caféico: 4.60, dcido gilico: 5.81,
quercetina 6.89, acido p-cumarico: 7.50, catequina: 9.67, apigenina: 17.92

Figura N°1
Estructura del D-Pinitol. Izquierda. Proveccion de Fisher. Derecha. Proveccion en silla de montar
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En las pruebas fisicas se observo que se trata
de cnistales dimmnutos de 2 mm aproximadamente
color blanco de aroma dulce. El compuesto es
totalmente soluble en agua y metanol, parcialmente
en acetona v DMSO y no es soluble en hexano (agua
> metanol > DMSO > acetona > hexano). El punto de
fusion del compuesto determinado mediante el
método de Fisher Johns es de 180 a 182°C. No
presento actividad antimicrobiana contra las cepas de
interés médico: S. auresus y E. coli.

Por Espectrometria de Masas se determino el
peso molecular de 194 g/mol contra valor referido
194.18 g/'mol en biblioteca (NCBI, 2022). Mediante
Espectroscopia Infrarroja las sefiales caracteristicas
de los grupos funcionales fueron: OH-: 3406.16 cm-

¢8
(NN

@
R
\~

7031
2010

—83.84
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1; CH: 2942 .49 cm-1; O-CH3: 2849 85 cm-1. Para el
estudio estructural del compuesto se realizaron las
pruebas de Resonancia Magnética Nuclear de C13 y
Hl; para el analisis de RMN C13 se determinaron 7
sefiales (Figura N° 2) y para RMN H1 10 sefiales
(Figura N° 3) cuyos valores de desplazamiento
quimico (8), multiplicidad (picos e hidrogenos
vecinos) y constante de acoplamiento (J) fueron
interpretados en la Tabla N° 5. Los valores fueron
contrastados con tablas de Pretsch er al, (1980) y
Rubinson y Rubinson, (2000), asi como en los
valores obtenidos sobre el aislamiento del D-pinitol
por Abdoulaye er al., (2004); Blanco et al., (2008);
Osti-Castillo et al., (2010); Vidhate er al., (20135) v
Sharma et al., (2016), para validar los datos.

—58.72

i

T T T T

74 72

T by

720 68 66 64 62 60 S8 56 54 52

T T T T T T T T T

50
f1 (ppm)

Figura N°2
Espectro de RMN C13 del D-Pinitol

DISCUSION

Para el micio de las pruebas fitoquimicas y de
actividad biologica, se procedid a utilizar el extracto
metanolico para los estudios biodirigdos fitoquimicos
va que de acuerdo con un trabajo llevado a cabo por
Mora er al. (2021), los extractos metandlicos de
semillas de ambas especies vegetales, presentaron
mayores rendimientos comparados con los demas
solventes de extraccion: L. Jeucocephala: metanol:
5.29% > hexano: 195% > acetona: 0.67%; L.
esculenta: metanol: 4.32% > hexano: 428% >
acetona: 0.64%. El presente trabajo corrobora que los

valores mas elevados, corresponden a los extractos,
particiones v fracciones metandlicas y acuosas de
ambas especies de Leucanea (Tabla N° 2 y Tabla N°
3), lo que sugiere que la mayoria de los metabolitos
contenidos en estas plantas y sobre todo en las
semillas son de naturaleza polar, como fenoles,
taninos o saponinas, entre otros; seguido de
metabolitos primarios como lipidos asociados a
tejidos de reserva y afines a solventes no polares
como el hexano (Roman-Cortés, 2014). Trabajos
realizados por Savita y Preeti, (2015) con tres
extractos diferentes de hojas de L. leucocephala
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reportaron que el extracto metandlico tuvo el
rendimiento mas elevado de 2.43% en comparacion
con los extractos obtenidos con acetona v cloroformo
(1.05 v 0.96% respectivamente), por su parte Mora-
Villa, (2017) reporto rendimientos de los extractos
crudos de semillas con valores similares a los

“
a6

A0
a0
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A
— 432
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obtenidos: L. leucocephala: metanol: 434% >
hexano: 2.04% > acetona: 0.53%: L. esculenta:
hexano: 5.09% > metanol: 4.23% > acetona: 0.63%.
Lo que ademas de servir como antecedente, valida la

reproducibilidad de los experimentos.
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Figura N°3
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Espectro de RMN HI1 del D-pinitol

Tabla N° 5
Interpretacion de las seiiales de RMN CMy de RMN H' del D-pinitol
RAMN CH RMN H!

Posicion & (ppm) Posicion 6 (ppm)  Multiplicidad I(Hz)
G 83.84 Cs;- OH 4.70 5 -
L 712.62 Cs- OH 4.61 5 -
G 7091 Cs- OH 449 d 5
Cs 72.00 C;- OH 444 d 5
Cs 7245 Cs- OH 431 d 5
Cs 70.10 OCH: 341 sg -

0OCH: 5972 C-H 3.00 t 10
C:-H 349 sz -
C-H 3.61 sg -
Cs-H 333 m -

s: singulete; d: doble; sg: singulete grueso; t: triple; m: mmiltiple
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Posterior a la determinacion de los
rendimientos, se realizo la identificacion de grupos de
metabolitos secundarios de naturaleza polar (o
mediana polandad), mediante pruebas colordas,
obteniendo presencia de alcaloides, saponinas y
compuestos fendlicos en los extractos de ambas
especies de Leucaena (Tabla N° 2). Compuestos
pertenecientes a estos grupos de metabolitos
secundarios han sido reportados por poseer actividad
antimicrobiana sobre cepas de interés médico, tales
como, alcaloides, saponinas, taninos, antocianinas,
glucdsidos v cumarinas, encontrados en hojas, flores,
tallos, semillas y raices de ambas especies vegetales
(D' Mello, 1982; Aderibigbe et al., 2011; Reda et al..
2015; Savita y Preets, 2015).

Conociendo los rendimientos y la
composicion quimica en grandes grupos de
metabolitos. se llevo a cabo la evaluacion de la
actividad antimicrobiana sobre dos cepas de interés
médico (S. aureus ATCC 29213 v E. coli CUSI) cuya
susceptibilidad fue probada por Mora er al. (2021), de
los extractos, particiones vy fracciones de semillas de
ambas especies de Leucaena (Tabla N° 2 y Tabla N°
3). con el fin de “rastrear” v dingir la busqueda de él
o los metabolitos responsables de dicha actividad
mediante  técnicas  cromatograficas. En la
mnvestigacion se observa que los halos de inhibicion
promedio para los extractos metanolicos son menores
que para las particiones vy fracciones polares de cada
especte de leguminosa, lo que indica que la
concentracion de metabolitos activos aumenta y la
diversidad de estos disminuye conforme se
fraccionan los extractos, va que al tratarse éstos de
una mezcla, la actividad puede verse mermada por
otros componentes del mismo (Marcano y Hasegawa,
2002; Ringuelet, 2013). Cabe mencionar, que, pese a
las diferencias entre los halos de inhibicion de
extractos, particiones y fracciones, no hubo diferencia
significativa de estos sobre las cepas Gram positivas
y negativas probadas. En un estudio realizado con
extractos de semillas de Leucaena leucocephala, se
observaron halos de inhibicion dependientes de la
concentracion para bacterias Gram positivas y
negativas, como S. aureus con halos de inhibicion de
hasta 12 mm promedio v para E. coli de hasta 18 mm
promedio (Adenibigbe et al., 2011). Otros autores
reportan actividad antibacteriana sobre cepas de S.
aureus y E. coli con halos de inhibicion de 26 mm a

10 mm promedio para extractos polares de hojas de
L. leucocephia (Nwe et al., 2001; Mathur et al.,
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2013).

Es fundamental mencionar que factores como
el tipo de organismo que se analiza, la concentracion
del indculo, el tipo de medio v naturaleza del extracto
vegetal que se esta probando afectan la idoneidad de
los datos y por tanto promueven la variacion de estos
(Murray et al., 2017). Por otro lado, es importante
considerar las problematicas y ventajas de los
métodos antimicrobianos empleados, ya que
contribuyen a dar un panorama mas amplio sobre la
eleccion de los mismos en dicha investigacion. El
método de difusion en agar tiene como principales
desventajas: la difusion  diferencial de los
componentes del extracto debido a la particion en el
medio acuoso (agar), afectacion de la zona de
inhibicion debido al tamafio del inoculo. la
temperatura de incubacion vy la presencia de
compuestos volatiles que pueden afectar el
crecimiento de bacterias v hongos en espacios
cerrados. Por otro lado. al no ser un método
cuantitativo, la inhibicion del crecimiento bacteriano
no significa la muerte bacteriana, este método no
puede distinguir los efectos bactenicidas v
bacteriostaticos. Las ventajas son muchas: se
obtienen resultados en 1 o 2 dias, no se requiere de
instalaciones de laboratorio especializadas v puede
ser realizado por la mayoria del personal de
laboratorio, se pueden examinar grandes cantidades
de muestras a bajo costo, los resultados son
facilmente interpretados v analizados
estadisticamente. Ademas, en el caso de la
bioautografia, se ofrece un rapido cribado de un gran
numero de muestras para fraccionamiento guiado por
bioactividad (Wilkinson, 2006; Balouir: er al., 2016;
Bubonja-Sonje et al, 2020). El método de
microdilucion  en  caldo  permite  calcular
cuantitativamente la actividad antimicrobiana; son
pocas las desventajas sobre los beneficios de dicha
técnica v estas consideran: que es posible que los
aceites esenciales no permanezcan en solucion
durante la duracion del ensayo, los emulsionantes y el
solvente pueden interferir con la precision de los
resultados. La ventaja central es la representacion
cuantitativa mas precisa de la actividad
antibacteriana, la cual es avalada por organismos
internacionales como el CLSI v el EUCAST, por otro
lado, el método tiene el potencial de analizar un gran
nimero de muestras de manera rentable y con muy
poca cantidad de muestra y solventes (Wilkinson,

J

2006; Balouiri et al., 2016).
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Reda er al. (2013), indica que gran parte de la
actividad antimicrobiana en semillas del género
Leucaena puede deberse a compuestos fenolicos,
especificamente flavonoides o flavonas, los cuales se
disuelven con solventes de alta polaridad, como
etanol, metanol o agua. Aunado a lo anterior, los
resultados obtenidos mediante cromatografias de
adsorcion vy por exclusion molecular sugieren que la
actividad antimicrobiana involucra ademas de
metabolitos de naturaleza polar, moléculas de
pequedio (o mediano) tamario, tales como compuestos
fendlicos o algunos glucdsidos, por mencionar
algunos. Cabe resaltar, que el término de “molécula
pequefia’, especialmente en el ambito de la
farmacologia, bioquimica y en el drea de productos
naturales, usualmente esta asociado a una molécula
que se une con una gran afinidad a un biopolimero
(como una proteina, acido nucleico o polisacdrido) y
que altera su actividad o funcién. Otro de los
requisitos de importancia, es que la masa maxima es
de aproximadamente 800 dalton, lo que le posibilita
la rapida difusion a través de la membrana celular y
ast llegar a los sitios de accion intracelulares (Koh y
Zheng, 2007).

Fueron identificados compuestos fendlicos
mediante el analisis cualitativo de HPLC de las 6
fracciones con actividad antimicrobiana (Tabla N° 4).
Se utilizaron estandares comerciales que permitieron
definir la 1dentidad de los compuestos con ayuda de
los tiempos de retencion propios de cada uno, los
resultados arrojaron que los compuestos como acido
caféico, acido galico, quercetina. acido p-cumarico,
catequina y apigenina se encuentran en las fracciones
que poseen actividad biologica antimicrobiana.
Trabajos realizados por Salem er al. (2011), y
Aderogba er al. (2010). encontraron para los
extractos de L. leucocephala compuestos como: acido
cinamico. mimosina, epicatequina-3-O-galato,
quercetina-3-O-arabinofuranosido,  quercetina-3-O-
ramnosido. apigenina v acido tanico. Algunos de
estos Ccompuestos son precursores O comparten
estructuras caracteristicas con los compuestos
analizados en el presente trabajo. Cabe resaltar que la
actividad antimicrobiana de estos compuestos
fenolicos no habia sido probada para estas especies,
sin embargo, investigaciones antimicrobianas sobre el
acido caféico reportan actividad sobre cepas de E.coli
CM871, Enterococcus faecalis y Salmonella enterica
(Puupponen-Pimia er al., 2001) v E. coli vy S.aureus
(Martinez-Aleman er al., 2019); para el acido galico
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se evidencia actividad sobre distintas especies de
Pseudomonas spp. y otras cepas Gram negativas
(Sorrentino et al., 2018); en cuanto a la quercetina vy
derivados, Puupponen-Pimidz er al., (2001) ¥
Martinez, (2006) demostraron actividad
antimicrobiana significativa contra patogenos como
E. coli, S. entendais, Shigeila sonmnei y Shigeila
flexneri; el acido p-cumarico v los derivados de
catequina mostraron actividad sobre E.coli CM871,
E. faecalis y S. enterica (Puupponen-Pimia er al.,
2001), la catequina y derivados, inhiben la actividad
de E. coli y S. aureus (Ma et al., 2019), asi como de
otras cepas bacterianas y fungicas (Martinez, 2009).
Finalmente, la apigenina, otro compuesto fendlico fue
probado como agente antimicrobiano, mostrando
inhibicion en cinco cepas patégenas: Pseudomonas
aeruginosa, S. typhimurium, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes
(Navaka er al., 2014).

Los fitoquimicos muestran resultados
prometedores para superar el desarrollo de resistencia
en patdégenos bacterianos v combatir infecciones
bacterianas. Las propiedades antibacterianas de los
fitoquimicos estan relacionadas con la interferencia
quimica, con la funcion o sintesis de los componentes
vitales, para eludir el mecanismo de resistencia
antibacteriana (Khameneh et al. 2021). Los
principales mecanismos de accion antibacteriana
actian inhibiendo la biosintesis de la pared celular o
membrana bacteriana, la biosintesis de proteinas
bacterianas, la replicacion v reparacion del ADN y
las vias metabdlicas (Errecalde. 2004). Uno de los
grupos de metabolitos que muestran actividad
antibacteriana contra un amplio espectro de bacterias
son los compuestos fenolicos. Los flavanoles,
flavonoles v acidos fenolicos exhiben las actividades
mas altas debido a (I) la inhibicion de los factores de
virulencia bacteriana, incluidas las enzimas v las
toxinas, (II) la interaccion con la membrana
citoplasmatica o la reduccion de los valores de pH.
(III) la supresion de la formacion de biopeliculas,
(IV) ejercer efectos sinérgicos con los antibioticos
convencionales, v (V) reducir la actividad del
polisacarido extracelular (EP) y actuar como
inhibidores de EP (EPI) (Ohene et al., 2014; Fazly er
al., 2018; Miklasinska er al., 2018). Los compuestos
fendlicos que se producen en concentraciones
relativamente altas muestran una actividad EPI
prometedora contra bacterias patogenas. Podrian
inhibir la biosintesis de la pared celular v enzimas
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criticas como la ureasa, la sortasa A v la dihidrofolato
reductasa. La familia Fabaceae tiene la mayor
cantidad de compuestos derivados fenolicos entre las
familias botanicas. (Khameneh ef al.. 2021).

De forma particular v referente a los
compuestos  identificados en la  presente
mnvestigacion, (Cowan, 1999; Soobrattee et al.. 2005;
Teffo et al.. 2010) mencionan que el acido caféico,
cinamico e hidroxicinamico interfieren con la
integridad de la membrana va que los grupos OH
reaccionan con los grupos amino de la membrana,
alterando asi la permeabilidad celular. El acido galico
v el acido p-cumarico promueven la disrupcion y
dafio de la membrana celular por formacion de 1ones
perjudiciales v la quelacion de Mg}' (Wu et al.,
2016; L1 er al., 2018). La quercetina y sus derivados
son otros compuestos fenolicos con actividades
antibacterianas prometedoras. Estos compuestos
pueden aumentar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, alterar el acido nucleico v modificar
las proteinas en las células bacterianas.
Especificamente pueden mhibir la bomba de
expulsion de iones, asi como interactuar con enzimas
cruciales como la f-lactamasa (Siriwong ef al., 2013;
Sinwong er al., 2016; Khameneh er al., 2021; Yin et
al., 2021). Respecto a lo anterior y como una
perspectiva referente a los productos naturales, se ha
encontrado que la sinergia entre la quercetina y la
amoxicilina demostré ser muy efectiva al inhibir la
sintesis de peptidoglicanos en la membrana celular
bacteriana, mnhibiendo la actividad de la p-lactamasa
con mavor intensidad, aumentando la permeabilidad
de la membrana celular y aumentando la proteina
amida I v II, y disminuvendo los dcidos grasos en las
células bactenanas, lo que demuestra que una accién
combinada de los metabolitos secundarios con los
farmacos comerciales puede ser de gran ayuda en los
tratamientos médicos potenciando su efecto
(Khameneh et al., 2021). La catequina y sus
denvados cuvo mondmero es la catequina inhiben
principalmente la expresion génica de las bacterias,
principalmente actian en la subunidad B de la ADN
girasa, penicilinasa y B-lactamasa (Nikaido y Vaara,
1985; Zhao et ai.. 2002; Hisano et al.. 2003; Zhao et
al.. 2003; Bazzaz et al.. 2016; Knidel et al.. 2019;
Sinsinwar y Vadivel, 2020). Finalmente, la apigenina,
es una molécula que actia interactuando con enzimas
cruciales de formacion de membrana celular
bacteriana (Wu et al., 2008)

Por otra parte, durante el fraccionamiento del
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extracto metandlico de semillas de L. leucocephala
fue posible aislar un compuesto proveniente de la
fraccion numero 10 de la columna de silica gel
Dicho compuesto fue caracterizado con ayuda de
analisis espectroscopicos Vv espectrométricos v
descrito fisica y quimicamente, ademas de evaluar su
actividad antimicrobiana con las cepas de interés
médico mencionadas. Como resultado de lo anterior.
se determino la estructura del compuesto aislado el
cual corresponde al D-pinitol (Figura N° 1). Este
glicosido deriva del 1D-chiro-inositol v es una
sustancia casi omnipresente en las familias Fabaceae
v Pinaceae. En las plantas, desempefia un rol
importante como modulador celular fisiologico frente
a condiciones ambientales desfavorables. como
déficit hidrico y alto nivel de salinidad (Sanchez-
Hidalgo et al., 2021), asi como funge como defensa
quimica inhibiendo el crecimiento de algunas plagas
nocivas en estado larvario principalmente, Chaubal er
al. (2005), demostraron que el compuesto puro evita
la oviposicidn de especies como Battus philenor e
inhibe el crecimiento larval de Helicoverpa
armiguera, ambas especies de insecto afectan el
crecimiento de sus anfitrionas vegetales. Por otro
lado, los vegetales ricos en D-pimnitol se estan
utilizando principalmente contra la demencia v la
enfermedad de Alzheimer, asi como tratamientos
para nefropatias diabéticas v mejora nutricional en las
dietas de pacientes con Diabetes Mellitus (Singh er
al., 2001; Aguilar, 2016; NCBI, 2022). Adicional a lo
anterior, se reportan una serie de efectos de este
compuesto para coadyuvar padecimientos cronicos
asociados al metabolismo como es: la obesidad,
malnutricién,  hiperlipidemia,  dishipidemia e
hipertension; enfermedades cardiacas, autoimnmunes
como el lupus o el SIDA son igualmente estudiadas
con la aplicacion del D-pinitol en las dietas de
pacientes con dichos malestares; también se
considera su actividad antioxidante,
quimiopreventiva y quimioprotectora, antitumoral,
inmunomoduladora, antthelmintica. antunflamatonia
y analgésica (inhibiendo el dolor en un 67.358%
respecto al farmaco de referencia naproxeno con un
58.87% en un estudio in vivo) (Chaubal er al., 2003;
Pérez v Alonso, 2018; Sanchez-Hidalgo ef al., 2021).
Reportes de Gorham et al. (1988) v Ching ef al.
(1996)., demuestran presencia de este inositol en
raices, hojas v semillas de L. leucocephala. Por su
parte, respecto a la actividad antimicrobiana
Sansores et al. (2000). demostraron mediante el
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ensayo de difusion en agar que el D-pinitol no posee
actividad antimicrobiana sobre cepas de S. awreus y
E. coli entre otras. Por lo que el reporte coincide con
lo encontrado en la presente investigacion ya que
dicha sustancia no presentd actividad biolégica
antimicrobiana sobre las mismas cepas de interés
médico, ademas, fue identificada mediante HPLC
pues dicho azicar no cumple con las caracteristicas
de visualizacion y absorcion en el espectro de UV
que los compuestos fendlicos s1 tienen.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio muestran que los
rendimientos mas elevados y la actividad biolégica
antimicrobiana sobre cepas de S. auwreus y E. coli
fueron para los extractos, particiones y fracciones
metandlicos y acuosos de ambos guajes, demostrando
que los productos naturales involucrados en la
actrvidad biologica corresponden a compuestos
fendlicos como acido caféico, acido galico,
quercetina_ acido p-coumarico, catequina y apigenina.
Por ultimo y no menos importante, fue aislado D-
pinitol del extracto metanolico de semillas de L.
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8. DISCUSION GENERAL

Al ser un trabajo fitoquimico biodirigidio y de actividad antimicrobiana, se discutira
de lo general (de los extractos) a lo particular (los metabolitos) y su actividad

bioldgica antimicrobiana en cada etapa del experimento.
8.1 Rendimientos generales

El mayor rendimiento, corresponde a los extractos, particiones y fracciones
metandlicas y acuosas de ambas especies de guaje, lo que sugiere que la mayoria
de los metabolitos contenidos en estas plantas son de naturaleza polar, como
fenoles, taninos o saponinas, entre otros. Trabajos realizados por Savita & Preeti
(2015) con tres extractos diferentes de hojas de L. leucocephala reportaron que el
extracto metandlico tuvo un rendimiento de 2.43% en comparacion con los extractos
obtenidos con acetona y cloroformo (1.05 y 0.96% respectivamente). Un estudio de
Roman et al., (2014) reporta un mayor contenido de lipidos en las semillas del guaje
rojo (3. 65%) con respecto al guaje blanco (2.11%), lo que podria explicar un alto
rendimiento con el extracto hexanico, ya que los compuestos lipidicos son solubles

en disolventes apolares.

Mora-Villa (2017) report6 en una investigacion rendimientos de los extractos crudos
con valores similares: guaje blanco: hexano (1.67g) 2.04%, acetona 0.44 g (0.53%)
y metanol 3.55 g (4.34%); guaje rojo: hexano 5.23 g (5.09%), acetona 0.65 g (0.63%)
y metanol 4.35 g (4.23%). Lo que ademas de servir como antecedente, valida la

reproducibilidad de los experimentos.
8.2. Actividad antimicrobiana

El efecto de los extractos, particiones y fracciones metanolicas del guaje blanco y
rojo sobre las cepas bacterianas, muestra didmetros de inhibicibn mayores respecto
a las demas muestras. Reda et al., (2015) indica que gran parte de la actividad
antimicrobiana se debe a flavonoides, compuestos fendlicos y saponinas los cuales
estan relacionados con solventes de alta polaridad, como etanol, metanol o agua.

Asimismo, se observé que el efecto inhibitorio fue mayor en los extractos de guaje
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blanco (L. leucocephala) en comparacion con los extractos de semillas de guaje rojo
(L. esculenta) para estudios bacterianos. Por su parte, los extractos de hexano
pueden contener metabolitos de naturaleza no polar como triterpenos o esteroides,
los cuales han sido reportados por Aderibigbe et al., (2011) por poseer actividad
antimicrobiana. Este mismo autor indica en un estudio realizado con las semillas del
guaje blanco, halos de inhibicion dependientes de la concentracion para bacterias
Gram positivas y negativas, como S. aureus con halos de inhibicion de hasta 12 mm
promedio y para E. coli de hasta 18 mm promedio. Nwe et al., (2001) reporta
actividad antibacteriana en cepas de S. aureus con halos de inhibicion de 26 mm
promedio para extractos alcohdlicos de hojas de L. glauca, sin embargo otros
autores como Reda et al., (2015) y Mathur et al., (2013) reportan que los extractos
polares de hojas de L. leucocephala fueron activos para cepas de S. aureus y E.
coli con didmetros de inhibicion de 10 mm a 15 mm, rangos muy similares obtenidos
por la presente investigacion para esas cepas en el caso de extractos, particiones 'y

fracciones polares de semillas de ambos guajes.

Por su parte, de las columnas de exclusién molecular realizadas se puede apreciar
que las fracciones que presentaron actividad sobre las cepas bacterianas involucra
ademas de metabolitos polares, moléculas de pequefio o mediano tamafio (800
dalton) lo que le posibilita la rapida difusién a través de la membrana celular y asi

llegar a los sitios de accion intracelulares (Koh & Zheng, 2007).

La actividad biolégica sobre las cepas microbianas de los diferentes extractos de
las dos especies de guaje fue mas sobresaliente sobre cepas de Staphylococcus,
siendo S. aureus CUSI la mas susceptible para cada grupo de extractos y en el caso
de E. coli, la cepa mas inhibida fue E. coli CUSI. Un estudio realizado por Abu et al.,
(2016) donde se analizaron las propiedades antimicrobianas cuantitativas del
extracto acuoso de hojas de L. leucocepahala para dos cepas del género
Staphylococcus, reporté valores de CMI superiores a los reportados para este
trabajo: CMI para S. aureus: 1250 pg/mL, mientras que para S. epidermidis: 6250
pg/mL. En el presente trabajo, las diferentes cepas de S. aureus reportaron valores
de CMI de 2000 a 4000 pg/mL. Un informe de Savita & Preeti (2015) obtuvo los
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siguientes datos de CMI para E. coli para 3 disolventes diferentes a partir del
extracto de hojas de L. leucocephala, extracto metandlico: 620 ug/mL, acetona:
5000 ug / mL y finalmente para el cloroférmico 1250 ug/mL. Los valores reportados
por este autor para los solventes de interés son inferiores a los de la presente

investigacion, donde se obtuvieron valores de CMI de 2000 a 3000 pg/mL.

La variabilidad de los datos puede deberse a varios factores, tanto intrinsecos como
extrinsecos y a distintos niveles. El primero de ellos reside en las condiciones del
medio a la que son sometidos los organismos de las especies vegetales, ya que
Avalos & Pérez (2009) indica que la concentracion, presencia o efecto de los
metabolitos secundarios varia respecto a condiciones de tipo bidtico como
depredacion, polinizacion o relaciones de simbiosis, entre otros factores. Ademas,
las condiciones propiamente ambientales como la incidencia de luz, temperatura,
presion, altitud, humedad y tipo de suelo, entre otros, son elementos importantes en
el efecto de los extractos vegetales en actividades biolégicas, pues son los
metabolitos especializados los que brindan principalmente los resultados esperados
(Waizel, 2006; Abreu et al., 2008). Otro punto por considerar es el manejo
experimental, transporte y conservacion de las muestras, la obtencion de los
extractos vegetales (muestras frescas 0 secas), el tipo de solvente y el proceso
mismo de extraccion para conocer sobre la variabilidad de los datos (Ringuelet,
2013).

En este estudio se probaron los efectos antimicrobianos, utilizando pruebas que
requieren el uso de bacterias y los medios de cultivo pertinentes. Por ello el manejo
de estos ultimos también afiade otro factor de variacion que afecte el diametro de
los halos inhibitorios en las pruebas cualitativas, dichos factores son: la carga de
extracto, la difusion de este en el medio de cultivo, el tamafio del inoculo, la
composicién y grosor del medio de cultivo, la velocidad del crecimiento bacteriano

y el tiempo de incubacion (Hernandez-Delgado, 2004).

El efecto mismo de los extractos también debe considerar, en este caso, los
mecanismos de accion de los antibacterianos y las diferencias estructurales y

fisiologicas entre las bacterias utilizadas. Los agentes antimicrobianos actian por
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una serie de mecanismos muy diferentes entre ellos y cuyos blancos se encuentran
en diferentes regiones de la célula y aunque mas adelante seran detallados respecto
a los mecanismos de accion de los metabolitos secundarios, en general estos
blancos son: la pared bacteriana, la membrana bacteriana, la sintesis de proteinas
inhibiendo funciones ribosomales, sintesis de acidos nucleicos o atacando otras
rutas metabolicas (FAO, 2017). Finalmente, otra pauta a nivel bioquimico es la
diferente composicion de las estructuras bacterianas, ya que difieren en el grosor y
presencia de membrana, pared y componentes como acidos teicoicos y lipoteicoicos
y polisacaridos complejos (Raisman, 2005).

8.3. Metabolitos secundarios antimicrobianos

Un estudio llevado a cabo por Salem et al., (2011) realiz6 un screeing para los
extractos de L. leucocephala obteniendo un total de 44 componentes, sin embargo,
los compuestos mas caracteristicos del género son: acido cinamico, mimosina,
epicatequina-3-O-galato, guercetina-3-O-arabinofuranosida, guercetina-3-O-
ramnosida, apigenina y acido tanico (Aderogba et al., 2010). Varios de ellos de
naturaleza polar y compuestos fendlicos registrados por poseer actividad

antimicrobiana para cepas Gram positivas y negativas.

Se observé mediante pruebas coloridas la composicion de algunos metabolitos
secundarios, obteniendo presencia de alcaloides, monoterpenos, fenoles,

saponinas, triterpenos y esteroides.

Tanto el guaje rojo como el guaje blanco pertenecen a la familia de las leguminosas,
se ha investigado que cantidades apreciables de aminoéacidos toxicos y sustancias
como taninos y saponinas existen frecuentemente en las hojas y semillas de esta
familia. La mimosina, un alcaloide reportado para las plantas del género Leucaena,
contiene en las hojas, los tallos y las semillas de L. leucocephala cantidades de 30
mg/g, aproximadamente (D' Mello, 1982). De igual manera Yik et al., (2011) indica
presencia de alcaloides en las semillas de L. leucocephala de 23 mg/g de peso seco.

Otros metabolitos fueron encontrados en hojas, flores, tallos, semillas y raices, tales
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como taninos, antocianinas, glucosidos, terpenos, cumarinas, esteroides y

compuestos fenolicos en toda la planta (Reda et al, 2015; Savita & Preeti, 2015).

Fueron identificados compuestos fendlicos como flavonoides, catequinas
(gallocatequina), apigenina, quercetinas conjugadas y acido caféico mediante el
andlisis cualitativo HPLC por arreglo de diodos los cuales presentaron actividad
antimicrobiana sobre las cepas de interés médico susceptibles (S. aureus y E. coli).

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o mas grupos hidroxilo
unidos a un anillo aromatico. Estos compuestos juegan una serie de funciones
metabdlicas en las plantas, en el crecimiento y reproduccion, y en la proteccion
contra patdégenos externos y el estrés, como la radiacion UV y los depredadores.
Ellos son responsables en parte del color y las caracteristicas sensoriales de las
plantas, ademas de su actividad antioxidante, se les atribuye actividad antibiotica,

antiparasitaria y citotoxica (Pefarrieta et al., 2014).

Los compuestos fendlicos tienen la capacidad de absorber en el espectro de UV
gracias a su anillo aromatico y al fendmeno de resonancia, esta capacidad, se
observa graficamente por picos maximos en los espectros de UV. Cabe resaltar,
que el maximo de absorcion de estos compuestos no solo varia de acuerdo con el
estado de oxidacion del anillo central, sino ademas del nimero y posicion de los
grupos periféricos como resultado de los diferentes sistemas conjugados (Rivera,
2008; Marcano & Hasegawa, 2018; Durst, 2021). A este respecto estos metabolitos,
tienen picos maximos de absorcion en UV entre los 230 y los 380 nm (Marcano &
Hasegawa, 2018). Compuestos como la quercetina tienen valores maximos de
absorcion de 250 y 350 nm (Buchweitz et al., 2016; Marcano & Hasegawa, 2018),
la catequina 295 y 320 nm; la gallocatequina picos de 235y 285 nm y los flavonoides
en general poseen dos maximos en 265 y 295 nm (Pretsch,1980; Rubinson, 2000;

Marcano & Hasegawa, 2018).

Reportes de Martinez (2006) indican que la quercetina y los acidos hidroxicinamicos
(3-0-, 4-0- y 5-0-cafeoilqulnicos) contenidos en los extractos metandlicos de Prunus

mostraron actividad antimicrobiana contra patdgenos como E. coli, Salmonella
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entendais, Shigeila sonnei y Shigeila flexneri. Por su parte, Martinez (2009)
demostré que las catequinas del té son inhibidores eficientes de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima diana de un tipo de farmacos, los antifolatos
contra infecciones bacterianas y fungicas. La apigenina, otro compuesto fendlico fue
probado como agente antimicrobiano, mostrando inhibicion en cinco cepas
patogenas: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis,

Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes (Nayka et al, 2014).

Por lo que los compuestos fendlicos tienen gran capacidad antimicrobiana sobre

cepas de interés médico como las de interés en el presente trabajo.
8.5. Andlisis espectroscopicos y espectrométricos del compuesto aislado

Como resultado de los analisis espectroscopicos y espectrométricos se determind
la estructura del compuesto aislado el cual corresponde al D-pinitol. Este glicésido
deriva del 1D-chiro-inositol y es una sustancia casi omnipresente en las familias
Fabaceae y Pinaceae. En las plantas, desempefia un rol importante como
modulador celular fisiolégico (osmolito) y defensa quimica frente a condiciones
ambientales desfavorables, como déficit hidrico y alto nivel de salinidad (Sanchez
et al, 2021).

Los vegetales ricos en D-pinitol como las leguminosas: Prosopis llaevigata
(mezquite blando) (Garcia, 2003), Senna septemtrionalis (retama) (Alonso et al.,
2022), Ceratonia siliqgua (Algarrobo) (Medina et al., 2022), varias especies de
mimosa como Mimosa xanti (Osti et al., 2010) y acacias como Acacia nilotica
(Chaubal et al., 2005), Eysenhardtia platycarpa (Bernabé et al., 2021) entre otras,
se estan utilizando principalmente en la medicina tradicional como tratamiento
empirico de la diabetes, inflamaciones o cancer (Singh et al, 2001; Pandi et al.,
2022). Diversos estudios le atribuyen a dicha sustancia propiedades contra la
demenciay la enfermedad de Alzheimer (Alonso et al., 2022), asi como tratamientos
para nefropatias diabéticas y mejora nutricional en las dietas con pacientes de
Diabetes Mellitus (National Center for Biotechnology Information, 2022). Ademas,
también tiene un papel como geroprotector, antiinflamatorio (Singh et al, 2001;
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National Center for Biotechnology Information, 2022), ansiolitico (Aguilar, 2016) y

anticonvulsivo (Alonso et al., 2022; Pandi et al., 2022), entre otros.

Reportes de Gorham et al, (1988) y Ching et al, (1996), demuestran presencia de
este inositol en raices, hojas y semillas de L. leucocephala. Por su parte, respecto
a la actividad antimicrobiana, Sansores et al., (2000) demostraron mediante el
ensayo de difusion en agar que el D-pinitol no posee actividad antimicrobiana sobre
cepas de S. aureus y E. coli entre otras. Por lo que el reporte coincide con lo
encontrado la presente investigacion ya que dicha sustancia no presento actividad

biol6gica antimicrobiana sobre las mismas cepas de interés médico.

CONCLUSIONES

Los rendimientos mas elevados fueron para los extractos y particiones metandlicos

y acuosos de ambos guajes.

Los extractos metandlicos, la particién y fraccionamientos de estos, presentaron

actividad biol6gica antimicrobiana importante sobre cepas de S. aureus y E. coli.

Los metabolitos involucrados en la actividad biolégica son de naturaleza polar y
moléculas de pequefio tamafio como los alcaloides, compuestos fendlicos entre

otros, como las pruebas coloridas indicaron previamente.
No hay selectividad entre cepas Gram positivas y negativas.

Fue aislado D-Pinitol de la particion metanolica de semillas de L. leucocephala el

cual no tuvo actividad antimicrobiana.

Fueron identificados cualitativamente mediante HPLC diversos compuestos
fendlicos tales como flavonoides, catequinas (gallocatequina), apigenina,
quercetinas conjugadas y acido caféico los cuales tienen potencial actividad

antimicrobiana.
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El presente estudio contribuye a validar el uso en la medicina popular de L.
leucocephala y L. esculenta para tratar algunas enfermedades infecciosas, ademas
de ser trascendente por ser un trabajo que no se habia llevado a cabo en semillas

de ambas especies de guaje.
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ANEXO

Se presentan los cromatogramas de las fracciones con actividad biolégica y los tiempos de retencidn de los extractos

polares de semillas de L. leucocephala y L. esculenta (véase articulo de requisito).

Cromatograma L. leucocephala

©
4
*
)

Fig. 7. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 10. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Fig. 8. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 8. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Fig. 9. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 5. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Cromatograma L. esculenta

mAU |

3.973

80
70 4

60 4

3.207

50 4

40 —

30 4

3.394

20 4

10 4

3.659

1.945

Fig. 10. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 5. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Cromatograma L. esculenta
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Fig. 11. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 4. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Cromatograma L. esculenta
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Fig

. 12. Cromatograma UV- VIS. Fraccion 3. 280 nm, 25° C en un sistema metanol-agua.
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Se muestran los espectros de los compuestos obtenidos y sus estructuras moleculares a través de un analisis mediante
HPLC-UV-VIS. 280 nm, 25°C. Sistema metanol-agua.
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Fig. 13. Espectro UV-VIS de los compuestos: a) acido cafeico; b) acido galico; ¢) quercetina; d) acido p-coumarico; e) catequina; f) apigenina.
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