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RESUMEN

A nivel mundial existen dos problemas de morbimortalidad de gran relevancia en el sector salud,
la inflamacidn, que es el proceso fisiolégico que, en cuadros inflamatorios agudos y crénicos,
produce gradualmente la perdida de la funcionalidad del organismo, provocando severos dafios a
la salud y, por otro lado, las enfermedades microbianas que son aquellas producidas por
microorganismos patdégenos como las bacterias. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
antiinflamatoria y antimicrobiana de extractos, fracciones y de al menos un compuesto aislado de
Prosopis laevigata. Las hojas de P. laevigata se maceraron para la obtencion de extractos de n-
hexano (PIEH), diclorometano (PIED) y metanol (PIEM). PIED mostré mayor inhibicién de 75.9%
a una dosis de 1 mg/oreja a diferencia de la indometacina (INDQO) con una inhibicion del 65%, en
el modelo de edema de oreja de raton inducido por 13 acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA),
posteriormente, fue sometido a una investigacion fitoquimica donde se obtuvo una fraccién 1-R7
que inhibid el edema en un 51.2%. En un segundo proceso cromatografico, fue posible aislar de
1-R7, un compuesto con anillo aromatico, caracterizado como veratrato de etilo (VE) mediante
resonancia magnética nuclear y HPLC, VE inhibio el edema en oreja de raton causado por TPA
en un 85.1%. Al realizar la evaluacion antimicrobiana de cada extracto, se observo la presencia de
compuestos con inhibicién del crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus sensible.
Mediante este estudio se demostrd el potencial antiinflamatorio y antimicrobiano de extractos,
fracciones y del compuesto aislado de Prosopis leavigata, por lo que esta planta podria ser (til
para el tratamiento de enfermedades que involucran procesos antiinflamatorios y contra algunas

bacterias.

Palabras clave: Prosopis laevigata, inflamacion, Staphylococcus aureus, veratrato de etilo.
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1. INTRODUCCION

La inflamacion es un proceso fisiologico, natural y de defensa, que se caracteriza por presentar
signos de alarma como calor, rubor y edema, sin embargo, en cuadros inflamatorios agudos y
cronicos, produce la pérdida de la funcionalidad, provocando severos dafios a la salud (Villalba,
2014); esta implicada en traumas, infecciones, cirugias, quemaduras, enfermedades reumaticas
inflamatorias, en enfermedades crénicas como la esclerosis, artritis, demencia, osteoporosis y
enfermedades cardiovasculares o enfermedades relacionadas con la edad, es decir, la inflamacion
estd involucrada en diversos padecimientos clinicos, debido a esto no abarca un rango de edad
especifico (Chung et al., 2001; Naranjo y Restrepo, 2010). Cabe mencionar que el tratamiento de
la inflamacion, principalmente son los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los corticoides
(Galofré, 2009; Loza, 2011), que, aunque se observa que tienen gran eficacia, pueden producir
efectos adversos como: dafio renal, diabetes, hipertension, alteraciones en el aparato digestivo,
entre otros (Villalva et al., 2019). Por otra parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
el 2016, menciona que las infecciones por microorganismos, como las bacterias primordialmente,
son uno de los problemas de salud mas relevantes a nivel mundial. El género Staphylococcus spp.,
ha mostrado resistencia a diversos antibidticos, los cuales son los principales farmacos para poder
combatirlos (Secretaria de Salud, 2018). Staphylococcus aureus sensible (incluida la cepa
resistente a meticilina), son bacterias que ademas de encontrarse en el medio ambiente, también
forman parte de la microbiota cutanea y membranas mucosas del ser humano, por lo que son la
causa mas comun de diversas enfermedades infecciosas, aumentando asi la probabilidad de
mortalidad del 64% en los pacientes (OMS, 2020). Las plantas medicinales podrian ser una
alternativa eficaz, para el tratamiento de enfermedades implicadas en la inflamacién y causadas
por microorganismos, ya que contienen una serie de productos naturales con gran potencial
farmacoldgico, tanto antiinflamatorio como antimicrobiano (Salinas-Sanchez et al., 2009).
Diversos estudios farmacoldgicos indican que el género Prosopis presenta efecto antiinflamatorio,
antimicrobiano, antibacteriano, antifungico, analgésico, antihelmintico, antibidtico, antiemético,
antioxidante, antipalidico, antiprotozoarios, antipustulas, antiulceroso, hepatoprotector,
hemolitico, anticancerigeno y antidiabético (Henciya et al., 2017; Ukande et al., 2019). Estudios
fitoquimicos previos indicaron que Prosopis laevigata contiene metabolitos secundarios como
alcaloides, flavonoides, terpenoides, saponinas, cumarinas, y compuestos fenolicos (Matta et al.,

2017; Acosta-Salas et al., 2019). Por lo cual, el objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad




antiinflamatoria en modelos in vivo y la actividad antimicrobiana en modelos in vitro de extractos,

fracciones y al menos un compuesto obtenido a partir de las hojas de Prosopis laevigata.




2. ANTECEDENTES

2.1 Inflamacion

El organismo del ser humano posee mecanismos de defensa ante cualquier forma de agresion, ya
sea, endogena o exdgena (Robledo, 2008). La inflamacion es un proceso fisiologico de defensa
natural local que produce el sistema inmune con la finalidad de responder ante un dafio causado
hacia las células y tejidos del organismo, provocado por agentes perjudiciales, como las
infecciones por microorganismos (bacterias), traumas, necrosis, enfermedades cronico-
degenerativas y agentes quimicos (Villalba, 2014). Asimismo, este mecanismo se caracteriza por
presentar signos clinicos durante el proceso inflamatorio como el calor, incremento de la
temperatura, como signo secundario o una vasodilatacion de la zona afectada; rubor, aspecto rojizo
derivado del aumento de la irrigacion sanguinea; dolor, que es una manifestacion producida por la
estimulacion de las terminaciones nerviosas; edema, que es la distencion de los tejidos provocado
por el incremento de la permeabilidad vascular y la acumulacion de liquido en la zona dafada;
perdida de la funcionalidad, que es el resultado de la combinacién de los 4 signos antes

mencionados, provocando una limitacién de la zona afectada (Cafavate, 1994; Tracy, 2006).

2.1.1 Clasificacion

La inflamacién presenta dos fases diferenciadas por el tiempo de duracion, entre las que podemos

distinguir:

> Fase aguda. Es la respuesta inmediata y relativamente corta ante el agente causal, en la que

se presenta edema (exudacion de liquido y de proteinas plasmaticas) y la migracion de
leucocitos como los neutrofilos a la zona afectada (Ledn et al., 2015). Comprende
mecanismos estructurales, moleculares y mediadores quimicos inflamatorios como las
citocinas que son liberadas por fagocitos mononucleares, linfocitos y otras células que
inciden en la activacion de dichos mecanismos con la finalidad de neutralizar y eliminar el
agente, moderar el proceso inflamatorio y posteriormente reparar los tejidos dafiados
(Barreno, 2008). Las citocinas proinflamatorias [interleucinas: IL-1p, IL-6, IL-18, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a)] secretadas por monocitos activados, macrofagos o las
células endoteliales (Naranjo y Restrepo, 2010; Mantovani et al., 2019). Otros mediadores
inflamatorios incluyen metabolitos del acido araquidénico (AA), quimiocinas y radicales
libres (Shacter y Weitzman, 2002).




> Fase crénica. Se conoce asi a la inflamacion persistente, con mayor duracion, siendo de
meses 0 afios, los efectos varian segun la causa de la lesion y la capacidad de los mediadores
que libera el cuerpo para reparar y recuperar los tejidos dafiados (Ledn et al., 2015). La
fase crénica es provocada cuando no se elimina el agente dafino, por ejemplo, las bacterias,
protozoos, hongos o parasitos que provocan infecciones resistentes ante el sistema
inmunitario, permaneciendo asi en el huésped un periodo de tiempo mas prolongado
(Pahwa vy Jialal., 2018). La fase crénica se caracteriza por la destruccion tisular,

inflamacidn activa y un intento repetitivo por reparar tejidos (Villalba, 2014).

2.1.2 Tratamiento farmacoldgico

En la medicina existe un sin nimero de farmacos para el tratamiento de diversas enfermedades, de
los cuales podemos destacar los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los corticoides para el
tratamiento de la inflamacion (Juthani, et al., 2017).

Los AINEs son los farmacos de gran utilidad y eficacia a nivel mundial, ya que su modo de accion
es rapida, son usados principalmente para el tratamiento de la artrosis, del dolor
musculoesquelético leve o moderado y para el tratamiento de la inflamacion crénica (Prieto, 2007).
Tanto en procesos inflamatorios de fase aguda y crénica se deben de administrar los AINEs,
durante el menor tiempo posible y en una dosis minima tolerada para producir una respuesta clinica
favorable, debido a que pueden provocar efectos adversos de origen gastrointestinal,
cardiovascular y renal primordialmente (Loza, 2011; Villalva et al., 2019).

Los corticoides son farmacos con actividad tanto antiinflamatoria, antiedematosa y como
inmunosupresores (Saadoun, 2020). Sin embargo, producen efectos secundarios como la supresion
de la funcién del eje hipofisario-suprarrenal y pueden inducir al sindrome de Cushing, por tal
motivo se debe evaluar la condicién del paciente, que podria contraindicar su administracion
(Galofré, 2009). Por otro lado, el tratamiento corticoideo produce otros efectos que se clasifican
en efectos de corto plazo y largo plazo, entre los efectos de corto plazo se destaca, la diabetes,
dafios en el sistema gastrointestinal como hemorragia digestiva e hipertension, mientras que la
osteoporosis, arterosclerosis, obesidad, entre otros son efectos a largo plazo, producidos por el
manejo Yy la administracion incorrecta, ya que esta se debe de administrar en bajas concentraciones
(Botargues y Musso, 2011).

La finalidad de los AINEs y de los corticoides es reducir el proceso inflamatorio, el cual prevalece

a nivel mundial implicado en diversas enfermedades; sin embargo, su administracion puede ser
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perjudicial en cierto grado, ya que provoca gran variedad de efectos adversos (Tacuri-Sumba,
2021).

2.1.3. Fundamento del modelo de inflamacién auricular

2.1.3.1 Modelo in vivo de edema auricular en ratén inducido por TPA

El 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) es un éster de forbol extraido del aceite de Croton
tiglium L. (Hecker et al., 1967). Posee propiedades pro-inflamatorias, irritantes y promotoras de
tumores (Estrada et al., 2011). Este modelo de inflamacién es utilizado para estudiar el mecanismo
e inhibicién de la inflamacion en el cual el TPA activa la proteincinasa C (PKC), importante en la
transduccion de sefiales activadoras de proliferacion celular y de prostanoides, liberacidn de acido
araquidonico (AA), aumento de radicales libres y la sintesis de proteinas proinflamatorias; consiste
en aplicar mediante una pipeta automatica en el pabellon auricular una solucién de TPA disuelto
en 20 pL de acetona a una dosis de 2.5 pg/oreja en la superficie interna y externa, durante 6 horas
aproximadamente, tiempo en el que se produce un edema agudo con infiltracién leucocitaria,
eritema, vasodilatacion y aumento del grosor producto de la extravasacion de liquido,
posteriormente se aplica el extracto diluido en acetona topicamente y se evalla obteniendo el peso
de la biopsia del tejido, una vez sacrificado cada espécimen (Paya et al., 1993; De Young et
al.,1989; Yueqin, 2006; Franco et al., 2007; Salinas-Sanchez et al., 2012; Cheng et al., 2020).

2.2 Enfermedades Microbianas

2.2.1 Etiologia (enfermedades infecciosas por microorganismos)

Las enfermedades microbianas son las principales causas de muerte del ser humano, estas son
producidas principalmente por microorganismos patdgenos como las bacterias, virus y hongos, las
cuales pueden ser transmitidas directa o indirectamente de una persona a otra (Serra, 2017). Segun
la OMS en el afio 2017, los microorganismos de mayor interés que causan enfermedades
infecciosas en el ser humano, son las bacterias (adquiridas en el medio extrahospitalario),
Escherichia coli (causante de diarrea hemorragica), Mycobacterium tuberculosis (causante de la
tuberculosis), Neisseria gonorrhoeae (causante de la gonorrea), Salmonella typhi (causante de
fiebre tifoidea), Staphylococcus aureus, incluidas las cepas resistentes a la meticilina adquiridas
en el medio extrahospitalario (causa infecciones de piel y a veces neumonia, endocarditis y
osteomielitis) y Streptococcus pneumoniae (causante de neumonia); las bacterias (adquiridas en el

medio hospitalario) como Acinetobacter baumannii (produce infecciones en los pulmones, en el
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sistema circulatorio, cerebro, tracto urinario y en heridas), Enterococcus faecium y Enterococcus
faecalis, incluidas las cepas resistentes a la vancomicina, patdgenos entéricos multirresistentes,
entre ellos Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa (causante de
neumonia), Staphylococcus aureus, incluidas las cepas resistentes a la meticilina y

Stenotrophomonas maltophilia; hongos como Candida albicans (produce candidiasis).

2.2.2 Organismos de estudio

2.2.2.1 Género Staphylococcus

El género Staphylococcus contiene mas de 30 especies diferentes, el nombre proviene del griego
staphyle (racimo de uvas), fue designado por Sir Alexander Ogston para describir las
caracteristicas de crecimiento en grupos semejantes a uvas, se caracterizan por ser cocos Gram
positivos, no moviles, aerobios facultativos y fermentadores de glucosa, habitan en la piel y las
membranas mucosas, sin embargo, diversas especies como Staphylococcus aureus son causantes

de diversas enfermedades humanas (Velazquez-Meza, 2005; Pasachova et al., 2019).

2.2.2.2 Staphylococcus aureus sensible

Es una bacteria Gram-positiva facultativamente anaerdbica, que mide entre 0.5 y 1.5 micras de
diametro (Cervantes-Garcia et al., 2014; Foster y Geoghegan, 2015). En el sector salud es
considerado como un microorganismo patégeno oportunista y nosocomial de gran importancia
causante de una amplia gama de infecciones humanas, incluyendo enfermedades transmitidas por
alimentos, infecciones de piel o tejidos blandos, infecciones pulmonares, infecciones del tracto
urinario, articulaciones y huesos; como bacteriemia, endocarditis infecciosa, foliculitis,
foranculos, celulitis, osteomielitis, artritis séptica, neumonia, empiema, gastroenteritis y
meningitis (Tong et al., 2015; Buchan et al., 2019). Staphylococcus aureus se encuentra
diseminada en el medio ambiente y forma parte de la microbiota de la piel y mucosas, se estima
que el 15% de la poblacion aloja Staphylococcus aureus en las fosas nasales, mientras que otras
poblaciones, como el personal de salud, pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos poseen
una tasa de colonizacion del 80% (Taylor y Unakal, 2019). Este microorganismo posee
caracteristicas estructurales, enzimaticas y produccion de toxinas particulares, que le proporcionan
un alto grado de virulencia, patogenicidad y resistencia contra los antimicrobianos, como los
antibidticos (Bustos-Martinez et al., 2006; Zendejas-Manzo et al., 2014). Por ejemplo, la

penicilina, vancomicina, meticilina, nafcilina, oxacilina, cefalosporinas, entre otros, son farmacos




que se utilizan para combatir enfermedades microbianas infecciosas; sin embargo, la resistencia a
estos antimicrobianos producida por esta bacteria es un problema relevante en el area de la salud
(Taylor y Unakal, 2019).

2.2.2.3 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

La meticilina es un derivado semisintético de la penicilina, esta droga fue introducida y
ampliamente utilizada en Europa en la década de los 60, sin embargo, debido a su toxicidad,
actualmente ya no se comercializa para uso humano y se ha reemplazado por penicilinas similares,
como oxacilina, flucloxacilina y dicloxacilina (Aguayo-Reyes et al., 2018; Turner et al., 2019).
Desde su introduccion a la préctica clinica se han reportado cepas de Staphylococcus aureus
resistentes en todo el mundo, ya que a diferencia de Staphylococcus aureus sensible, estas cepas
codifican cromosomas del casete estafilococico que les proporcionan resistencia a meticilina y
todos los antibidticos B-lactdmicos clinicamente disponibles (Veldzquez-Meza, 2005; Foster y
Geoghegan, 2015; Lee et al., 2018).

2.2.3 Tratamiento farmacoldgico

Un antimicrobiano es una molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria),
sintética o semisintética, que impide el crecimiento o produce la muerte de bacterias, virus u
hongos (Chandra y Kumar, 2017). Los antibidticos constituyen un subgrupo heterogéneo de
antimicrobianos con propiedad antibacteriana, con la finalidad de ser bactericidas (produce lisis
bacteriana) o bacteriostaticos (impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana), estos farmacos
pueden ser aplicados via intravenosa, intramuscular o por via oral; sin embargo, su uso debe ser
controlado, puesto que produce efectos adversos (Seijay Vignoli, 2006). Los antibioticos utilizados
para el tratamiento de las enfermedades producidas por bacterias son B-lactdmicos como las
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemes, glucopéptidos, aminoglucésidos y
quinolonas (Suarez y Gudiol, 2009).

2.2.4 Resistencia antimicrobiana

Los microorganismos estan desarrollando diversos mecanismos de manera natural para resistir a
los farmacos que se usan para combatirlos, debido al abuso y uso incorrecto de los antimicrobianos,
como los antibacterianos, lo que ocasiona un problema grave de salud pablica, puesto que los

actuales tratamientos ante estas enfermedades infecciosas ya no estan siendo efectivos (Monroe y




Polk, 2000; Muratani y Matsumoto, 2004; Pérez-Cano, 2013; Arias-Flores et al., 2016; Secretaria
de Salud, 2018).

La OMS en el 2018 menciona que el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (GLASS), ha revelado la presencia de resistencia a los antibioticos en muestras
de 500 000 personas de 22 paises en las que se sospechaban infecciones bacterianas.

La OMS en el 2017 publico una lista que incluye 12 familias de bacterias mas peligrosas para la
salud humana, especialmente por la amenaza que suponen las bacterias siendo resistentes ante
maltiples antibidticos: Los de Prioridad 1 o critica como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos ; Prioridad 2 o elevada como
Enterococcus faecium (resistente a la vancomicina), Staphylococcus aureus (resistente a la
meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina), Helicobacter pylori
(resistente a la claritromicina), Campylobacter spp. (resistente a las fluoroguinolonas), Salmonella
(resistentes a las fluoroquinolonas), Neisseria gonorrhoeae (resistente a la cefalosporina, resistente
a las fluoroquinolonas); Prioridad 3 0 media como Streptococcus pneumoniae (sin sensibilidad a
la penicilina), Haemophilus influenzae (resistente a la ampicilina) y Shigella spp. (resistente a las

fluoroquinolonas).

2.2.5 Fundamento de bioensayos antimicrobianos

2.2.5.1 Bioautografia

Método utilizado para la purificacion de sustancias antibacterianas o antiflngicas; en la que el
extracto a evaluar, se coloca sobre una placa de cromatografia en capa fina (CCF), eluida en una
mezcla apropiada de disolventes, permitiendo la separacion y localizacion de los diferentes
componentes del extracto con actividad antimicrobiana (Ncube et al., 2008; Ramirez y Castafio,
2009; Sanchez-Garcia et al., 2016).

2.2.5.2 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Método in vitro que se ensaya en agar para determinar la concentracion mas baja en pug/mL de un
antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa bacteriana, eficaz para un
tratamiento exitoso de las enfermedades infecciosas producidas por ese microorganismo
(Kowalska-Krochmal y Dudek-Wicher, 2021; Ramirez y Castafio, 2009). La interpretacion de
sensibilidad de este método fue establecida por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio

(CLSI) como: Sensible, crecimiento inhibido del microorganismo en una concentracion sérica




alcanzable del farmaco, utilizando la dosis habitual; intermedia, crecimiento del microorganismo
inhibido a una dosis maxima recomendada y resistente, el microorganismo es resistente a los

niveles séricos del farmaco que se alcanzan normalmente (IDEEX, 2018).

2.2.5.3 Microdilucion en caldo

Es un método in vitro de susceptibilidad microbiana utilizado para determinar la concentracion
minima bactericida MBC (concentracién mas baja que previene el crecimiento de un organismo o
lo inhibe en su totalidad después de subcultivar en un medio libre de extracto vegetal o
antimicrobiano) y la concentracion minima inhibitoria MIC (concentracion mas baja de extracto o
antimicrobiano que inhibe el crecimiento del microorganismo después de incubar) del
microorganismo en estudio, en esta técnica son utilizadas microplacas en presencia de diferentes
concentraciones crecientes de extracto vegetal con actividad antimicrobiana o un antimicrobiano,
diluidos en el medio de cultivo (caldo o agar), el microorganismo se inocula y se encuba en las
diferentes microplacas durante 24 horas para asi determinar la MIC, posteriormente se subcultiva
el microorganismo en un medio de cultivo (caldo o agar) libre de compuesto antimicrobiano y se
evalla la concentracion minima bactericida (Canton et al., 2000; Taroco, Sejia y Vignoli, 2006;
Alvara do et al., 2018).




2.3 Antecedentes de la planta a estudiar:

'j,,‘v.l ,«vi-V ; |
Figura 1. Prosopis laevigata (colecta 2019)

2.3.1 Clasificacion taxondmica de Prosopis laevigata
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Divisién: Faner6gama Magnoliophyta
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosoideae
Tribu: Mimoseae
Género: Prosopis

Especie: P. laevigata (Humb. Y
Bonpl.Ex Willd.)M.C.Johnst.
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2.3.2. Genero Prosopis

El género Prosopis pertenece a la familia Fabaceae (subfamilia: Mimosoideae), posee una amplia
distribucion en zonas aridas y semiaridas del mundo, comprende 44 especies, de las cuales 40 son
nativos de América del Norte y del Sur, tres especies en Asia, y una especie de Africa, en las
Américas se han registrado 28 especies de este género, trece de estas especies son endémicas
(Passera, 2000).

En la medicina tradicional las especies del género Prosopis se aplican con fines anticancerigenos,
antidiabéticos, antiinflamatorios, antimicrobianos, tratamiento de bronquitis, leucoderma,
temblores, asma, reumatismo, lepra, disenteria, infecciones oculares, mordeduras de serpientes,
picaduras de escorpiones, dolencias, infecciones de boca y garganta, Ulceras; parasitosis,
enfermedades urinarias, dermatitis y para la prevencién de abortos espontaneos; el género posee
compuestos como flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides, quinonas o fendlicos con potencial
antiinflamatorio, antimicrobiano, antibacteriano, antifungico, analgésico, antihelmintico,
antibidtico, antiemético, antioxidante, antipalidico, antiprotozoario, antipustulas, antiulceroso,
hepatoprotector, hemolitico, anticancerigeno y antidiabético (Henciya et al., 2017; Prabha et al.,
2014; Ukande et al., 2019).

Dos compuestos fueron aislados de Prosopis spp., la prosopina (1) que se usa como un estimulante
débil para el sistema nervioso, mientras que la prosopinina (2) tiene algunos efectos anestésicos
tres veces mas fuertes que la cocaina (Ramirez-Arteaga et al., 2013; Matta et al., 2017; Cushnie y
Lamb, 2005).

Prosopis spp. posee apigenina (3) y quercetina (4) dos compuestos que presentan actividad tanto

antiinflamatoria y antibacterial (Prabha et al., 2014; Cushnie y Lamb, 2005).

HO

HOy,,
" NH OH

'/,,/// *
”(CHa)10

(1) Prosopina.

CHj

11




Iz

\\\\\\\
HO . CH,

o)
o™

(2) Prosopinina.

OH
HO o}
OH o
(3) Apigenina
OH
OH

HO 0]

OH

OH (6]
(4) Quercetina

La parte soluble del extracto metanolico de la corteza de Prosopis spicigera inhibid
significativamente la respuesta inflamatoria en el modelo de inflamacion en pata de ratén inducida
con carragenina, formaldehido, 5-HT vy aceite de crotdn, esta propiedad puede ser atribuida a que
este extracto contiene esteroles y azlcares reductores (Madan et al., 1972).

Los extractos de diclorometano de semillas de Prosopis alpataco mostraron actividad
antiinflamatoria, antibacteriana y antifingica contra Bacillus subtilis y Pseudomonas stutzeri, se
determind que un grupo de triterpenos pentaciclicos son los responsables de la actividad; el
extracto metanolico de semillas de P. denudans var. denudans y el extracto acuoso de semillas de

P. denudans var. patagonica mostro actividad antifingica (Mazzuca et al., 2003).
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Un extracto metandlico de la corteza del tallo de Prosopis africana (a dosis de 62.5, 125 y 250
mg/ kg) se ensay6 en el modelo de inflamacion en raton inducida por carragenina, en el que mostré
una actividad antiinflamatoria significativa (Ayanwuyi et al., 2010).

Agrawal, Garg y Singhen en el afio 2013 evaluaron el extracto etandlico de semillas de Prosopis
spicigera en el modelo de edema de la pata de raton inducido por carragenina, en el cual los
resultados mostraron que hubo inhibicion de la inflamacion significativamente.

Una fraccién del extracto de butanol de Prosopis cineraria tiene importantes actividades
antiinflamatorias, anticolagenasa y antielastasa, esto debido a la presencia de un abundante

compuesto, el &cido clorogénico (5) junto con otros compuestos fenolicos (Yadav et al., 2018).

CO,H

OH

OH
(5) Acido clorogénico

Diferentes partes de Prosopis juliflora contienen alcaloides, taninos, fenoles, flavonoides,
terpenos, saponinas y esteroides (Ukande et al., 2019). Extractos metandlicos de la corteza de
Prosopis juliflora fueron evaluados en el modelo agudo de edema de pata de raton inducido por
carragenina e histamina en el que 400 mg/kg mostré una inhibicién maxima del 55.32%, mientras
que el diclofenaco estandar lo inhibid en un 61.33%; sin embargo, en el modelo crénico mediante
la formacion de tejidos de granulacion por bolitas de algodon, se exhibiéo una actividad
antiinflamatoria significativa (SivaKumar et al., 2009).

Extracto metandlico de la corteza mostr6 actividad antibacteriana por método de difusion en disco
contra especies de Pseudomonas, Klebsiella pneumoniae MTCC 4032, Proteus mirabilis NCIM
2813, Escherichia coli NCIM 2641, Shigella MTCC 1457, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus MTCC 1144, Proteus mirabilis NCIM 2813 y Salmonella paratyphi B
(Vedak y Raut, 2014).
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El extracto etanolico de hojas mostré una buena actividad inhibidora del crecimiento bacteriano
contra cinco bacterias Gram positivas: Staphylococcus epidermisdis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Bacillus subtilis, y cinco bacterias Gram negativas:
Salmonella typimurium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas spp., empleando el método de difusion en disco de agar evaluadas a concentraciones
de 50 mg/mL, 100 mg/mL, 200 mg/mL y 300 mg/mL del extracto (Sathiya y Muthuchelian, 2008).
El extracto de semillas se evalu6 en el método de microdilucion en caldo exhibiendo actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis
(ATCC 14990) a concentraciones de 0.312 mg/mL y 0.078 mg/mL del extracto y a 1.25 mg/mL
contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Escherichia coli (ATCC 25922),
respectivamente (Tajbakhsh et al., 2015).

Ahmad y colaboradores en 1978 aislaron tres alcaloides de Prosopis juliflora que poseen actividad
antimicrobiana, la julifloricina, julifloridina y la juliflorina (6). Los cuales poseen gran eficacia
contra algunas bacterias patdgenas humanas, como Corynebacterium diphtheriae var. mitis,
Corynebacterium hofmanni, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e
incluso contra Streptococcus faecalis, que son resistentes a la mayoria de los antibi6ticos.

HO,

HO, \
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(6) Juliflorina.

Ahmad y colaboradores en 1989 aislaron dos nuevos alcaloides a partir de Prosopis juliflora, la
juliprosinena (7) y la juliflorinina (8), este ultimo presenta actividad antibacteriana contra cepas

de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Shigella sonnei.
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(7) Juliprosinena
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H3C

(8) Juliflorinina.

Elmezughi y colaboradores en el afio 2013 aislaron por primera vez de Prosopis africana dos

compuestos del extracto de acetato de etilo de la corteza del tallo, identificado como acido

deshidroabiético (9) y 7°, 3°, 4’-trihidroxi-3-metoxiflavanona (10), los cuales poseen actividad

antibacteriana, evaluado en el método de microdilucién en caldo contra Mycobacterium aurum y

Staphylococcus aureus.
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(10) 7°,3’,4’-trihidroxi-3-metoxiflavanona

Un estudio realizado por Corzo y colaboradores en el 2009, indica que el extracto etandlico de las
hojas de Prosopis alba inhibe el crecimiento de las cepas Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
corrugata y Agrobacterium tumefaciens en el método de concentracién minima inhibitoria.

Los extractos metandlicos de raices, hojas, vainas y semillas de Prosopis farcta poseen actividad
antibacterial contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina, mediante el método de difusion
en disco (Sharifi-Rad et al., 2014).

De las hojas de Prosopis glandulosa var. glandulosa se aislaron 7 alcaloides de indolizidina,
compuestos identificados como Al,6-juliprosopina (11), prosopilosidina, prosopilosina,
isoprosopilosina, isoprosopilosidina, la juliprosopina y juliprosina, compuestos que presentan

actividad antimicrobiana (Rahman et al., en el 2011).
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(11) A1,6-juliprosopina.

2.3.3 Prosopis laevigata

Figura 2. Prosopis laevigata. (A) Hojas, (B) Espinas, (C) Flores, (D) Filamentos, (E) Fruto
leguminoso, (F) Corteza del tronco.

Créditos de la imagen: O. Dorado y G. Cuevas, 2021
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Prosopis laevigata, cominmente conocido como mezquite, es un arbol que llega a medir de 12 a
13 m de altura; su tronco mide de 30 cm hasta un 1 metro de diametro; su corteza es gruesa, cafe-
negruzco, fisurada; copa ancha; ramas glabras o pilosas, armadas de espinas estipulares de 1 a 4
cm de largo; sus hojas son pecioladas con 1 a 3 pares de pinnas, cada una con 10 a 20 pares de
foliolos sésiles; flores dispuestas en espigas densas de 5 a 10 cm de largo; flores color blanco-
amarillentas; el fruto es una legumbre linear, algo falcada, de 7 a 20 cm de largo por 8 a 15 mm de
ancho, de color café-amarillento, a veces rojizo; semillas oblongas, comprimidas de 8 a 10 mm de
largo, de color blanco-amarillento; se localiza desde el nivel del mar hasta los 2,050 mshm, en
zonas desérticas y semidesérticas, con temperaturas medias que oscilan entre 20 a 29 °C, climas
aridos y semiaridos forma parte de la vegetacion de arboles poco densos y arbustos (mezquitales),
en zonas con precipitaciones entre 350 y 1 200 mm anuales, crece en suelos profundos aptos para
la agricultura, en llanuras y bajios, lo que ha originado su desplazamiento (PRONARE, 1999;
Sauceda et al., 2014) (Figuraly 2).

En México Prosopis laevigata se distribuye en la vertiente del pacifico, desde Michoacéan hasta
Oaxaca, en la del Golfo en Nuevo Leon, Tamaulipas y el norte de Veracruz, en la depresion central
de Chiapas, en San Luis Potosi, Guanajuato, Zacatecas, Durango, Coahuila; también se han
reportado poblaciones en Hidalgo y en las regiones altas centrales del pais hasta los 2,300 m.
(Lopez-Franco et al., 2006; PRONARE, 1999). También se encuentra en la Zona Sur del Estado
de Morelos en la Reserva de la Biosfera de la Sierra de Huautla (REBIOSH) (Dorado et al., 2005;
Palacios, 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion geografica de P. laevigata y otras especies pertenecientes al género.
Fuente: Palacios, 2006

En la medicina tradicional se usa para tratar enfermedades oculares y varios trastornos
gastrointestinales como la gastritis e indigestion, conjuntivitis, erupcién cutanea, tos, fiebre, dolor
de muelas, faringitis, ronquidos, se usa para la curacion de heridas y disenteria, como antiséptico,
emético, purgante, antidiarreico y emoliente (Almanza y Moya, 1986; Hernandez et al., 2003;
Hernandez et al., 2005).

Prosopis laevigata ha revelado propiedades medicinales atribuidas a los alcaloides, flavonoides,
terpenoides, saponinas, cumarinas y compuestos fendlicos distribuidos en las partes lefiosas de la
planta, asi como en hojas y vainas. (Gopinath et al., 2013; Matta et al., 2017; Acosta-Salas et al.,
2019).

Un estudio realizado sobre la harina de pinole a base de vainas de Prosopis laevigata demostré la
actividad antioxidante, por inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) e
inhibicién de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE) (Gallegos-Infante et al., 2013).
Extractos de acetona y fracciones purificadas de las hojas de Prosopis laevigata poseen potencial
cardioprotector y efectos antihipertensivos que inhiben la enzima convertidora de angiotensina y

la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, dichas propiedades pueden ser atribuidas a
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compuestos fenolicos como &cido gélico, catequina, galocatequina, galato de epicatequina, rutina
y luteolina presentes en los extractos y fracciones (Garcia-Andrade et al., 2013).

Extractos metandlicos de Prosopis laevigata han presentado actividad antibacterial, teniendo
efecto contra la cepa de Staphylococcus aureus e inhibicién contra Klebsiella pneumoniae y
Enterococcus faecalis; extractos hexanicos, acetonicos y metandlicos de hojas y tallos mostraron
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas
aeruginosa, asi mismo, el extracto metanolico de P. laevigata mostrd actividad contra la formacion
especifica de biopeliculas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Salinas-Sanchez et al.,
2009; Hernandez, 2015; Sanchez et al., 2016).

Se evalud la actividad citotdxica de extracto etanolico de P. laevigata en una linea celular de
macrofagos de monocitos leucémicos de raton y actividad antioxidante por la capacidad de
eliminacién de 6xido nitrico (lloki-Assanga et al., 2013).

Extractos acuosos activos de hojas y tallos de P. laevigata presentan actividad antileishmanial in
vitro contra promastigotes de Leishmania amazonensis (Delgado-Altamirano et al., 2017).
Extracto de n-hexano de hojas de P. laevigata poseen efecto antihelmintico frente a las etapas
endoparasitarias de Haemonchus contortus (De Jesus-Gabino et al., 2010).

Acosta- Salas y colaboradores en el 2019 aislaron biopéptidos de la semilla de la vaina, los cuales
mostraron actividad inhibitoria in vitro contra la bacteria patdgena Bacillus cereus, sin embargo,
contra Staphylococcus aureus no se demostro actividad antimicrobiana.

Prosopis laevigata posee dos alcaloides, la prosopina (1) y la prosopinina (2) anteriormente
mencionados (Ramirez-Arteaga et al., 2013; Cushnie y Lamb, 2005; Matta et al., 2017).
Delgado-Nufez y colaboradores en el afio 2020 asilaron tres compuestos activos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de P. laevigata con actividad antihelmintica contra huevos y larvas
infecciosas de Haemonchus contortus; la isorhamnetina (12) que mostr6é una mortalidad del 100%
en larvas a una dosis de 15 y 7.5 mg/mL, sin embargo este efecto disminuyd en un 68.15% a una
dosis de 2.5 mg/mL, incluso este compuesto evaluado a diferentes concentraciones mas bajas tuvo
efecto ovicida, los otros dos compuestos identificados como luteolina (13) y 4"-O-metilcatequina

(14) fueron evaluados a una dosis de 2.5 mg/mL y no presentaron actividad antihelmintica.
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA

La inflamacion estd implicada en enfermedades cronico-degenerativas y en procesos infecciosos
por bacterias, que causan altos niveles de mortalidad y morbilidad en el mundo, los farmacos
utilizados hoy en dia generan efectos secundarios toxicos para el organismo. Por otro lado, la
resistencia de los microorganismos ante los antibidticos (bacterias) es un fenémeno natural, que
provoca un mayor nimero de infecciones, este hecho amenaza la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo de los paises con economias pobres. Por lo tanto, en este proyecto de
investigacion se buscO determinar que los extractos, fracciones y al menos un compuesto de
Prosopis laevigata presentasen efecto bioldgico, tanto antiinflamatorio y/o antimicrobiano en

modelos in vivo e in vitro.

4. JUSTIFICACION

Los medicamentos de primera linea que se utilizan como drogas antiinflamatorias son los no
esteroidales y corticoides, compuestos que generan problemas secundarios nocivos en el paciente
(Salinas-Sanchez et al., 2012). Por otro lado, el incremento cosmopolita de infecciones bacterianas
se debe a la creciente resistencia ante los farmacos sintéticos (OMS, 2016). Ante este panorama,
se ha hecho indispensable la busqueda de biomoléculas con actividad antiinflamatoria y
antimicrobiana, necesaria para el desarrollo de nuevos fitomedicamentos. EI género Prosopis ha
demostrado contar con estudios farmacologicos antiinflamatorios y contra bacterias, de tal forma
que, en esta investigacion se evaluo el potencial farmacoldgico a nivel extracto, fracciones y al
menos un compuesto aislado de Prosopis laevigata, en modelos de actividad antiinflamatoria y

antimicrobiana.

5. HIPOTESIS

Especies del género Prosopis han demostrado tener efectos antiinflamatorios y bactericidas contra
diversos microorganismos, por lo tanto, Prosopis laevigata presentard alguno de estos efectos
biologicos en modelos in vivo e in vitro, siendo asi alguno de los metabolitos secundarios el

responsable de dicha actividad.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Extractos de las hojas de Prosopis laevigata presentaran actividad bioldgica en modelos in vivo

e in vitro de actividad antiinflamatoria y antimicrobiana?
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7. OBJETIVOS

7.1 General

Evaluar la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana de los extractos de n-hexano (PIEH),

diclorometano (PIED) y metanol (PIEM), asi como las fracciones y al menos un compuesto aislado

de Prosopis laevigata.

7.2 Especificos

Obtener tres extractos organicos de polaridad ascendente de la especie vegetal Prosopis
laevigata.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos obtenidos mediante el modelo in vivo
de edema de oreja de raton con 13 acetato de 12-O-Tetradecanoilforbol (TPA).

Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos en cepas de Staphylococcus
aureus sensible y multirresistente a meticilina mediante el método de microdilucién en
caldo y bioautografia.

Determinar concentraciones minimas inhibitorias de los extractos activos.

Fraccionar por cromatografia el extracto con mayor actividad biologica.

Evaluar las fracciones en los dos modelos bioldgicos.

Aislar los metabolitos secundarios presentes mediante técnicas cromatograficas.

Evaluar la actividad antiinflamatoria y antimicrobiana de al menos un compuesto aislado.
Caracterizar el o los metabolitos secundarios presentes mediante técnicas espectroscépicas

y espectrométricas.
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8. METODOLOGIA
8.1 MATERIAL Y REACTIVOS
8.1.1 General

Se utilizaron los reactivos 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) e indometacina (INDO),
asi como los disolventes n-hexano, diclorometano y metanol que fueron utilizados para obtener
los extractos. Los extractos organicos integros y las sub-fracciones fueron separadas y analizadas
mediante las diferentes técnicas cromatograficas. Se emple6 cromatografia en columna, en la que
su fase estacionaria estuvo constituida con gel de silice 60 y/o gel de silice de fase reversa. Las
placas cromatogréficas en capa fina (CCF) son de la misma naturaleza (silice) y para su revelado
se utiliz6 2 amino etil difenil borinato (prueba para deteccion de flavonoides) y 4-
hidroxibenzaldehido (prueba para deteccién de terpenos). Para la determinacién estructural de al
menos un compuesto aislado, se utilizaron equipos como Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

8.1.2 Colecta del Material Biologico de Prosopis laevigata

Las hojas de la planta fueron colectadas en diciembre del 2019 en Ricardo Soto 1, las Calaveras,
Higuerdn, Mor., México. Una muestra fue depositada en el Herbario de la Universidad Autonoma
del Estado de Morelos (UAEM) para su identificacion por el curador M. en C Gabriel Flores,
botanico e investigador del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacién (CIByC),
No. de herbario: 39811 (Anexo 1).

8.1.3 Animales de Experimentacion

Se usaron ratones machos de la cepa ICR ® con un peso de 25-30 g; los cuales fueron
proporcionados por el Centro de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS). Los
experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z0O0-1999,
Lineamientos (Especificaciones técnicas para la produccién cuidado y uso de animales de
laboratorio) y normas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales de experimentacion.
Los ratones se mantuvieron a una temperatura de 22 °C+ 3 °C, 70% + 5% de humedad con ciclos
de 12 h de luz obscuridad y con comida/agua. Con nimero de registro R-2021-1702-010 ante el
comité local de investigacion de salud 1702.

24




8.1.4 Microorganismos

Los microorganismos utilizados para la evaluacién antimicrobiana son: las bacterias Gram-
positivas Staphylococcus aureus sensible (Sa) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SaR). Las bacterias fueron mantenidas en agar triptico de soja, se ensayo en agar Mueller-Hinton,

Los bioensayos se realizaron en el Centro de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS).

8.2 METODOS

8.2.1 Colecta de Prosopis laevigata

Se colectaron 2.65 kg de hoja fresca (P. laevigata), obteniéndose 1.47 kg de material seco.

8.2.2 Obtencion de extractos: n-hexano (PIEH), diclorometano (PIED) y metanol (PIEM) de
Prosopis laevigata

La hoja fresca se secd a la sombra, a temperatura ambiente, después se moli6 y se realizd una
extraccion seriada del material vegetal iniciando con n-hexano (PIEH), diclorometano (PIED) y
metanol (PIEM). La extraccién se efecttio durante dos dias por duplicado, 1.4 kg de hoja seca
fueron maceradas con 5 L de cada disolvente, respectivamente. El disolvente fue eliminado
totalmente por destilacion a presion reducida en un rotavapor (BUCHI 205), posteriormente los

extractos se secaron mediante una liofilizadora, por ultimo, fueron colocados en refrigeracion.

8.3 Fraccionamiento del extracto con mayor actividad antiinflamatoria y antimicrobiana

Se realiz6 el fraccionamiento quimico de PIED, debido a que este extracto mostré mayor inhibicion
tanto en el modelo de edema de oreja de ratdon inducido por TPA y mayor inhibicion del
crecimiento contra las bacterias Staphylococcus aureus y resistente a meticilina en el modelo

antimicrobiano, es decir la bioautografia.

8.3.1 Fraccionamiento quimico de PIED obtenido de P.laevigata

21.1 g de PIED de P.laevigata se absorbieron en 51 g de silice, los cuales se separaron en una
columna cromatografica abierta empacada con 150 g de gel de silice en n-hexano (100%);
iniciando con este disolvente y posteriormente se eluyd con gradientes de n-hexano — acetato de
etilo, de 90% - 10% hasta 100% acetato de etilo, por ultimo, la columna se lavo con metanol 100%;
35 fracciones de 500 mL fueron obtenidas, las que mostraron patrones similares en cromatografia

en capa fina fueron agrupadas obteniendose 8 subfracciones (Tabla 1).
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Tabla 1. Fraccionamiento quimico de PIED de P. laevigata

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
n-hexano (100%) 1-3 1 1-4 1-R1
n-hexano/AcOEt (90:10) 4-7 2 5-6 1-R2
n-hexano/AcOEt (80:20) 8-11 3 7-11 1-R3
n-hexano/AcOEt (70:30) 12-15 4 12-15 1-R4
n-hexano/AcOEt (60:40) 16-19 5 16-20 1-R5
n-hexano/AcOEt (50:50) 20-23 6 21-27 1-R6
n-hexano/AcOEt (30:70) 24-27 7 28-32 1-R7
AcOEt (100%) 28-32 8 33-35 1-R8
Metanol (100 %) 33-35

Mediante cromatografia en capa fina se observaron los posibles componentes mayoritarios, en las

subfracciones 1-R3, 1-R6 y 1-R7, los cuales fueron evaluados en el método antiinflamatorio.

8.3.2 Proceso quimico de la subfracciéon 1-R6

La subfraccion 1-R6 (1.5 g) se absorbio6 en 6 g de silice en fase normal, se separd en una columna

cromatografica abierta empacada con 65 g de silice en fase normal, iniciando con el disolvente n-

hexano 100% y posteriormente se eluyd con gradientes de n-hexano — acetato de etilo, hasta llegar

a 100% de acetato de etilo, por altimo, se lavd con metanol. Se obtuvieron 58 fracciones de 10

mL, de las cuales las que mostraron patrones similares en cromatografia en capa fina fueron

agrupadas obteniéndose 15 subfracciones (Tabla 2).
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Tabla 2. Fraccionamiento quimico de la subfraccion 1-R6

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
n-hexano (100%) 1-3 1 1-5 2-R1
n-hexano/AcOEt (95:5) 4-7 2 6-9 2-R2
n-hexano/AcOEt (90:10) 8-12 3 10-11 2-R3
n-hexano/AcOEt (85:15) 13-17 4 12-14 2-R4
n-hexano/AcOEt (80:20) 18-22 5 15-18 2-R5
n-hexano/AcOEt (75:25) 23-27 6 19-21 2-R6
n-hexano/AcOEt (70:30) 28-32 7 22-27 2-R7
n-hexano/AcOEt (65:35) 33-37 8 28-32 2-R8
n-hexano/AcOEt (60:40) 38-42 9 33-35 2-R9
n-hexano/AcOEt (50:50)n- 43-48 10 36-38 2-R10
n-hexano/AcOEt (30:70) 49-53 11 39-43 2-R11
AcOEt (100%) 54-56 12 44-47 2-R12
Metanol (100 %) 57-58 13 48-50 2-R13

14 51-56 2-R14

15 57-58 2-R15

8.3.3 Proceso quimico de la subfraccién 2-R10

La subfraccion 2-R10 (0.2 g) se absorbi6 en 1 g de silice en fase normal y en 1 g de silice en fase

reversa, se separ0 en una columna cromatografica abierta empacada con 8 g de silice en fase

reversa, iniciando con sistema de H20O — acetonitrilo 70%-30 % hasta llegar a 100% de acetonitrilo,

por ultimo, se lavé con metanol. Se obtuvieron 96 fracciones de 10 mL, de las cuales las que

mostraron patrones similares en cromatografia en capa fina fueron agrupadas obteniéndose 19

sufracciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Fraccionamiento quimico de la subfraccion 2-R10

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
H20O/CH3CN (70:30) 1-6 1 1-5 3-R1
H2>0O/CH3CN (65:35) 7-11 2 6 3-R2
H>O/CH3CN (60:40) 12-16 3 7-9 3-R3
H20/CHsCN (55:45) 17-21 4 10-11 3-R4
H2>O/CH3CN (50:50) 22-27 5 12-17 3-R5
H20/CH3CN (45:55) 28-33 6 18-21 3-R6
H20O/CH3CN (40:60) 34-38 7 22-33 3-R7
H20/CH3CN (35:65) 39-43 8 34-40 3-R8
H20/CH3CN (30:70) 44-48 9 41-43 3-R9
H20/CH3CN (25:75) 49-53 10 44-46 3-R10
H,O/CH3CN (20:80) 54-58 11 47-49 3-R11
H>0O/CH3CN (15:85) 59-64 12 50-53 3-R12
H>O/CH3CN (10:90) 65-70 13 54-64 3-R13
H,O/CH3CN (5:95) 71-76 14 65-70 3-R14
CH3CN (100%) 77-85 15 71-72 3-R15
Metanol (100%) 86-96 16 73-74 3-R16

17 75-76 3-R17
18 77-85 3-R18
19 86-96 3-R19

8.3.4 Proceso quimico de la subfracciéon 2-R12y 2-R13

La subfraccidon 12 y 13 se mezclaron, obteniéndose asi 0.218 g, esto se absorbio en 4 g de silice

en fase normal, se separd en una columna cromatografica abierta empacada con 8 g de silice en

fase normal, iniciando con el disolvente diclorometano (100%) hasta llegar a un sistema

diclorometano — acetona 50% - 50%, por ultimo, se lavd con metanol. Se obtuvieron 57 fracciones

de 10 mL, de las cuales las que mostraron patrones similares en cromatografia en capa fina fueron

agrupadas obteniéndose 7 subfracciones (Tabla 4).
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Tabla 4. Fraccionamiento quimico de la subfraccion 2-R12 y 2-R13

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
CH2Cl> (100%) 1-6 1 1-11 4-R1
CH.ClIy/ acetona (98:2) 7-18 2 12-16 4-R2
CH:Cly/acetona (95:5) 19-30 3 17-27 4-R3
CHCly/acetona (90:10) 31-42 4 28-33 4-R4
CH.Cly/acetona (70:30) 43-47 5 34-44 4-R5
CH.Cly/acetona (50:50) 48-52 6 45-51 4-R6
Metanol (100%) 53-57 7 52-57 4-R7

Al monitorear las subfracciones de la columna 4 en cromatografia en capa fina en fase reversa,

Se

observé mediante rayos UV la separacion de compuestos con posible actividad bioldgica, en un

sistema 5-5 H>O/acetonitrilo (Figura 4), siendo asi la subfraccion 4-R3 la cual se someti6 a analisis

de HPLC.

Figura 4. Cromatografia en capa fina en fase reversa de las subfracciones de la columna 4.
Sistema 5-5 H.O/CH3CN

Una quinta cromatografia en columna en fase reversa de la subfraccién 1-R7 de la columna

1,

permitio separar 1.3 g de la misma, con la finalidad de aislar un metabolito secundario con posible

actividad antiinflamatoria o antimicrobiana.

8.3.5 Purificacion del veratrato de etilo (VE)

La 1-R7 (1.3 g), obtenida del extracto de PIED en la columna 1, se absorbi6 en 1.5 g de silice

en

fase normal y 1.5 g de silice en fase reversa. Se separdé en una columna cromatogréafica abierta,

empacada con 10 g de silice en fase reversa disuelto en metanol. Esta columna fue estabiliza

da

con 100% metanol y posteriormente 100% agua, para iniciar el proceso de purificacion. Después

de adicionar 100% agua, se cambio la fase maévil a un sistema H2O - acetonitrilo 80% - 20%.

La
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polaridad de esta fase movil fue disminuyendo mediante incrementos continuos del disolvente

menos polar hasta llegar a un sistema H2O - acetonitrilo 50% -50%. Se obtuvieron 53 fracciones

de 10 mL, estas fueron agrupadas de acuerdo a su contenido quimico, ya que mostraron patrones

similares en CCF de fase reversa (Tabla 5).

Tabla 5. Fraccionamiento quimico de la subfraccion 1-R7

Polaridad del sistema Fracciones Subfracciones Clave
H20-CH3CN (80:20) 1-11 1 112 5-R1
H2>0-CH3CN (70:30) 12-32 2 13-14 5-R2
H2>0-CH3CN (60:40) 33-43 3 15 5-R3
H20-CH3CN (50:50) 44-53 4  16-18 5-R4
Metanol (100%) 54 5 19 5-R5

6 20 5-R6
7 21-22 5-R7 (VE)
8  23-27 5-R8
9 28-30 5-R9
10 31 5-R10
11  32-34 5-R11
12 35-37 5-R12
13 38-39 5-R13
14 40-43 5-R14
15 44-53 5-R15
16 54 5-R16

Al monitorear las subfracciones de esta columna en CCF en fase reversa, se observé mediante la

lampara de UV la separacion de compuestos que absorben la luz, en un sistema H2O — acetonitrilo
50% -50% (Figura 5, 6, 7, 8). Las fracciones 15-28 y la 31, fueron enviados a HPLC debido a que

se observan compuestos aparentemente puros, sin embargo, no fue asi, a excepcién de las

fracciones 21 y 22, es decir la subfraccién 5-R7 (VE), que por precipitacion se observd un

compuesto puro, este fue identificado como veratrato de etilo (15), por analisis de Resonancia

Magnética Nuclear *H y °C, y el cual posteriormente se sometio a evaluacion antiinflamatoria.

30




CSR'1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 5. Cromatografia en capa fina en fase reversa de las fracciones 1 a 12.
Sistema 5-5 H2O/CH3CN

C5R 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 C5R 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 6. Cromatografia en capa fina en fase reversa de las fracciones 12 a 22
Sistema 5-5 H.O/CH3CN

B R ﬁ......

e S S e S

uns:&muw%slal C5R 23 24 2526 27 28 29 30 31 32

Figura 7. Cromatografia en capa fina en fase reversa de las fracciones 23 a 32.
Sistema 5-5 H.O/CH3CN
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CS5R 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

Figura 8. Cromatografia en capa fina en fase reversa de las fracciones 33 a 43.
Sistema 5-5 H.O/CH3CN

CS5R 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

Figura 9. Cromatografia en capa fina en fase normal de las fracciones 33 a 43.
Sistema 5-5 n-hexano/AcOEt

CSR 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53

Figura 10. Cromatografia en capa fina en fase normal de las fracciones 44 a 53.
Sistema 5-5 n-hexano/AcOEt
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8.3.6 Modelo in vivo de edema auricular en ratén inducido por TPA

Se siguio el método descrito por Salinas-Sanchez et al., 2012. Se hicieron agrupaciones de ratones,
cada uno de seis individuos a los cuales se les aplico 2.5 pug de TPA disuelto en acetona (20 pL)
en la superficie interna y externa del pabellén auricular para causar edema. Las muestras en estudio
fueron disueltas en acetona y se aplicaron tépicamente sobre la oreja del raton por ambos lados
inmediatamente después de la administracion de TPA. Las dosis fueron las siguientes: 1 mg/oreja
de cada extracto, 1 mg/oreja de fraccion/compuesto puro. La indometacina (INDO) se aplicé a una
dosis de 1 mg/oreja. Seis horas después de la administracion del agente inflamatorio, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se tomaron secciones circulares de 6 mm de didmetro
de las orejas tratadas y no tratadas, las cuales se pesaron para determinar la inflamacion. El
porcentaje de inhibicion se obtendra usando la siguiente expresion:

Inhibicion% = [Aw control - Aw tratamiento / Aw control] [100]
donde Aw = wt - wnt; wt es el peso de la seccion de la oreja tratada; wnt es el peso de la seccion

de la oreja no tratada.

8.3.7 Bioautografia

Los microorganismos fueron preparados en tubos con 4 mL con caldo Mueller Hinton, dos
colonias de cada especie de microorganismo se incubaron durante 2 horas, posteriormente se
comparara la turbidez del tubo incubado con el estandar de McFarland nimero 1 (3x 10° UFC).
Los extractos o fracciones a evaluar se preparon en placas cromatograficas, dicha placa se eluyé
en la caja Petri que contiene las bacterias en estudio, la placa se incubo a 37° C durante 24 horas
por separado. Se utilizé sales de Tetrazolium para el revelado de las placas cromatograficas, los

resultados fueron analizados después de 2 a 24 horas de incubacion.

8.3.8 Concentracion minima inhibitoria

Los microorganismos fueron ensayados en tubos de 4 mL con Caldo Mueller Hinton. Dos colonias
de cada especie de microorganismo se incubaron durante 2 horas. La turbidez del tubo incubado
se comparé con el estandar de McFarland nimero 1 (3x 10° UFC) e igualada con mililitros de las
colonias en Caldo Mueller Hinton. Las muestras de los extractos a evaluar fueron concentradas
mediante un rotavapor y/o liofilizacion, esta se dejé gelificar en una mezcla con 9.6 mL de agar

Soya Tripticaseina o Agar Mueller Hinton, para ser incubados a 37 °C durante 24 horas con 2 pL
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de la solucion salina. La concentracion maxima para evaluar el efecto inhibitorio de la muestra de

un extracto contra alguno de los microorganismos es de 2 mg/mL.

8.3.9 Método de microdilucion en caldo

Las bacterias se estandarizaran al 0,5 de McFarland ndmero 1 (3x10° UFC). Los extractos se
diluyeron en dimetilsulféxido (DMSO, 200 pL) y agua (800 pL), los cuales se evaluaron a
concentraciones de 8, 16 y 32 mg/mL en microplacas de 96 pozos de fondo plano, en cada pozo
se colocaron 100 pL de caldo Luria Bertani (LB) o Mueller Hinton o nutritivo y diluciones seriadas
de los extractos. Posteriormente, se inocularon e incubaron 2 pL de cepas bacterianas a 37°C
durante 24 horas. La ceftazidima (10 pg/mL) se usé como control positivo. Transcurrido el tiempo
de incubacidn se adiciond a cada pozo 30 pL de colorante de sales de tetrazolium, de esta manera

se consideraran activos todos los extractos en concentraciones menores a 8 mg/mL.
8.3.10 Anélisis estadisticos

Los resultados obtenidos se expresardn como + Error Estandar de la Media (ESM), los datos
fueron analizados usando un anélisis de varianza (ANOVA) y post-prueba Dunnet, *p <0.05.
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9. RESULTADOS
9.1 Rendimiento de los extractos PIEH, PIED Y PIEM

Tres extractos fueron obtenidos de las hojas de P. laevigata, los rendimientos de dichos extractos
son los siguientes, 0.33% del extracto de n-hexano (PIEH), 1.49% del extracto de diclorometano
(PIED) y 8,79% del extracto de metanol (PIEM).

El extracto de diclorometano de las hojas de P. laevigata (PIED) demostr6 una actividad
antiinflamatoria importante. La purificacion de este extracto mediante un fraccionamiento en
columna abierta en fase normal permitié obtener una fraccién antiinflamatoria 1-R7. El
fraccionamiento de 1-R7 en fase reversa produjo un precipitado amarillo que mostré un potente
efecto antiinflamatorio, el cual fue identificado como veratrato de etilo (VE) (15) (Figura 11), por
andlisis de resonancia magnética nuclear *H y *3C (Anexos 2-6). El analisis de HPLC mostré un
tiempo de retencion de 9.5 min, y un espectro de UV de Anm = 211, 249.8, 307.7 y 347, sefiales
caracteristicas para el acido veratrico (15). Este compuesto no habia sido reportado para esta

especie.

(15) 4,5-dimetoxibenzoato de etilo ¢ veratrato de etilo
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1

Prosopis laevigata

Maceracion

Extracto *
hexano
¥

Extracto *
diclorometano

%

Extracto ¥
metanol

£k k

Columna cromatogrdfica silica gel Fase Normal

1-R1 1R2 1R3 * 1-R4 1-R5 1R6 * 1R7 * 1-R8
— Columna cromatogrdfica silica gel Fase Reversa J
1 | | ] | | | ] | | | 1 | 1 |
*
5-R1| |5-R2| | 5-R3| | 5-R4| | 5-R5| | 5-R6| | 5-R7 | | 5-R8 ] | 5-R9 | |5-R10] |5-R11| |5-R12| |5-R13| |5-R14| |5-R15] |5-R16)

Precipitacion

*
Veratrato de etilo (Ve)

Nota: * Extractos y fracciones con actividad antiinflamatoria.
** Extractos que presentan actividad antimicrobiana con S. aureus sensible y resistente en
el método de bioautografia y MIC.
*** Extractos que presentan actividad antimicrobiana con S. aureus sensible en el método
de bioautografia y MIC.

Figura 11. Fraccionamiento quimico de Prosopis laevigata.

El espectro de RMN de *C de veratrato de etilo, mostrd 11 sefiales de los cuales cuatro son

cuaternarios, tres metinos, un metileno y tres metilos. El espectro de RMN *H mostré un sistema
de anillo aroméatico ABX en & 7.58 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-3), 6.77 (1H, d, J = 8.9 Hz H-6) y 7.57
(*H, dd, J = 2.0y 8.4 Hz, H-7). Adicionalmente se observan sefiales en § 3.83 (s) y en 3.82 (s) que

de acuerdo al HSQC corresponden a dos metoxilos en 6 55.8 y 55.8 y la presencia de una acetato

deetiloen 6 4.25 (2H, g, 7.5) y 1.29 (3H, t, 6.8) que son asignados a H-1" y H-2’ respectivamente.

De acuerdo al analisis de los datos espectroscopicos (Tabla 6) se propone que este compuesto es

un anillo aromatico tri-sustituido derivado del 4cido veratrico denominado como veratrato de etilo

0 4,5-dimetoxibenzoato de etilo.
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Tabla 6. Datos espectroscopicos de RMN para el veratrato de etilo (1, 600 MHz, CDCls, 6 ppm,

Jen Hz)
Posicion 8'H (8 in ppm, Jin Hz) &'°C (HSQC) HMBC (J2-3)
1 1
1 166.2 7.57,7.45,6.77, 4.26
2 122.9
3 7.45 (1H, d, 2.0) 110.1 123.3, 148.5, 152.8, 166.5
4 148.5
5 152.8
6 6.77 (1H, d, 8.9) 111.8 122.9, 148.5, 152.8
7 7.57 (1H, dd, 2.0, 8.9) 123.3 111.8, 148.5, 152.8, 166.2
1’ 4.25 (2H, q, 7.5) 60.6 14.2, 166.2
2 1.29 (3H, t, 6.8) 14.2 60.6
OCHs 3.83,s 55.8 152.8
OCHs 3.82,s 55.8 148.5

9.2 Evaluacién antiinflamatoria de extractos, fracciones y compuesto aislado

9.2.1 Actividad antiinflamatoria de extractos de PIEH, PIED y PIEM.

El extracto de PIEH, PIED y de PIEM de las hojas de P. laevigata fueron evaluados en el modelo
de edema de oreja de ratén inducido por TPA. El extracto PIED inhibid el edema en un 75.9%, el
de PIEH en un 60.8% y el de PIEM en un 60% a una dosis de 1 mg/oreja, La indometacina (INDO)
a una dosis de 1 mg/oreja presentd una inhibicion del edema del 65%. Siendo asi el extracto PIED

el que presentd mayor inhibicion del edema (Tabla 7) (Gréafica 1y 2).

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de extractos de PIEH, PIED y PIEM en un modelo de edema
auricular en ratén ICR inducido por TPA

Extracto Tiempo Dosis Edema (mg) Inhibicion
(h) (mg/oreja) Prom. + EEM del
edema (%)
TPA - 11.43 +0.87 --
INDO 1 4 + 1.40* 65.01
PIEH 6 1 4.48 +1.83* 60.81
PIED 1 2.74 £ 0.68* 75.96
PIEM 1 454 +141* 60.29

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que solo recibié como vehiculo acetona.
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Cabe destacar que en el presente trabajo el extracto PIED exhibe un mayor porcentaje de inhibicion

del edema, por lo que se decidi6 continuar con el trabajo experimental basado en la separacion

quimica y actividad farmacoldgica de este extracto.

14.000
12.000
= 10.000

8.000

6.000
4.000
2.000 -

0.000
INDO PIEH PIED PIEM
Tratamiento (mg/oreja)

Inflamacion (mg)

Gréfica 1. Efecto de la administracion local del extracto PIEH, PIED y PIEM a 1 mg/oreja, sobre
el edema (diferencia de peso) inducido con TPA en el pabellén auricular de ratones ICR. INDO=
indometacina. Anova post-Dunnet, p<0.05.

80.000
70.000

60.000
50.000
40.000
30.000
20.000
10.000

0.000
INDO PIEH PIED PIEM
Tratamiento mg/oreja

% de Inhibicion

Gréfica 2. Los resultados muestran que el extracto PIEH y PIEM, inhibieron el edema en 60.81%
y 60.2%, mientras que el extracto PIED en un 75.9%, respectivamente a una dosis de 1 mg/oreja.
Mientras que la INDO (control positivo) a 1 mg/oreja mostr6é un 65% de inhibicién del edema.
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9.2.2 Actividad antiinflamatoria de fracciones y del VE en el modelo de Edema auricular de
raton inducido por TPA

Las fracciones del extracto PIED de las hojas de P. laevigata fueron evaluadas en el modelo de
edema de oreja de raton inducido por TPA. Los resultados muestran que VE inhibi6 el edema en
un 85.1%, 1-R3 en un 56.5%, 1-R6 en un 65.4 % y 1-R7 en un 51.2% a una dosis de 1 mg/oreja.
INDO a una dosis de 1 mg/oreja presentd una inhibicién del edema del 68.7%. Siendo asi el
compuesto aislado VE el que presento mayor inhibicion del edema con un 85.1% procedente de la

fraccion 1-R7 de la columna 1 con una inhibicion del 5.2 % (Tabla 8) (Grafica 3y 4).

Tabla 8. Actividad antiinflamatoria de fracciones, subfracciones y VE en un modelo de edema
auricular en ratén ICR inducido por TPA

Fracciones/ Tiempo Dosis Edema (mg) Inhibicion del
compuesto (h) (mg/oreja) Prom.+* EEM  edema (%)
TPA -- 12.783 £ 2.64 --
INDO 1 4.000+1.40* 68.709
1-R3 1 5.550+£2.03* 56.584
1-R6 6 1 4417 +255* 65.450
1-R7 1 6.233+1.70* 51.239
VE 1 1.90+0.63* 85.137

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que sélo recibié como vehiculo acetona.

Los datos mostrados, indican que las 3 fracciones tienen compuestos capaces de inhibir el edema
auricular, a la misma dosis que INDO. Cabe destacar que el VE se purifico a partir de la fraccion
1-R7.
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Inflamacion mg

Grafica 3. Efecto de la administracion local de 1-R3, 1-R6, 1-R7 y VE a 1 mg/oreja, sobre el
edema (diferencia de peso) inducido con TPA en el pabelldn auricular de ratones ICR. INDO=
indometacina. Anova post-prueba Dunnett, p<0.05.

90.000
80.000

. 70.000

3

2 60.000
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=

2 40.000

v

° 30.000

®20.000
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INDO 1-R3 1-R6 1-R7 VE

Tratamiento mg/oreja

Gréfica 4. Los resultados muestran que el veratrato de etilo (VE) inhibi6 el edema en un 85.1%,
1-R3 en un 56.5%, 1-R6 en un 65.4% y 1-R7en un 51.2% a una dosis de 1 mg/oreja. La INDO a
una dosis de 1 mg/oreja presentd una inhibicion del edema del 68.7%.
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9.3 Evaluacion antimicrobiana de los extractos PIEH, PIED y PIEM

9.3.1 Actividad antimicrobiana ensayados en el método de Bioautografia

Los extractos PIEH, PIED y PIEM de las hojas de P. laevigata fueron evaluados en la

bioautografia, mediante CCF se observé que PIED y PIEH mostraron mayor actividad contra la

bacteria Staphylococcus aureus sensible y Staphylococcus aureus resistente a meticilina, respecto

al extracto PIEM. La zona blanca indica que la bacteria no pudo crecer en presencia de esos

compuestos (Figura 12) (Tabla 9).

PIEH PIED PIEM .PIEH PIED PIEM

Figura 12. CCF Fase normal de la bioautografia.

Sistema 95:5 diclorometano/metanol.

Tabla 9. Polaridad de compuestos en los que la bacteria no pudo crecer

Nombre de extracto

Sa

SaR

PIEH

PIED

PIEM

Poco polares ++
Mediana polaridad +
Mediana polaridad ++
Poco polar ++
Mediana polaridad +

Poco polares +

Poco polares ++
Mediana polaridad +

9.3.2 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Los extractos PIEH, PIED y PIEM de las hojas de P. laevigata fueron evaluados a concentraciones

de 2, 1y 0.5 pg/mL. El extracto PIEH tuvo poco efecto a una concentracion de 1 pg/mL, mientras

que el extracto PIED tuvo un efecto a una concentracion de 2 pg/mL y 1 pg/mL, en cuanto al PIEM
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se observo efecto en las tres concentraciones evaluadas. De los cuales el extracto metandélico

presentd mayor inhibicion del crecimiento contra la bacteria Sa a comparacion de los otros

extractos, respectivamente. Sin embargo, ningun extracto presenté efecto contra SaR (Tabla 10).

Tabla 10. Evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) contra S. aureus sensible y

resistente a meticilina.

Extracto Sa SaR
MIC (pg/mL)

PIEH 1 NP
PIED 1,2 NP
PIEM 2,1,05 NP

9.3.3 Microdilucion en caldo

Los extractos PIEH, PIED y PIEM de las hojas de P. laevigata fueron evaluados a concentraciones

de 32, 16, 8 y 4 ug/mL de los cuales en ninguna de las concentraciones hubo inhibicién del

crecimiento, lo que nos indica que la concentracion puede estar dada en mg, este analisis solo fue

evaluado contra la bacteria Staphylococcus aureus sensible.
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10. DISCUSION

La medicina tradicional en la actualidad, se ha utilizado para abordar las demandas de salud y
puede considerarse como la fuente mas importante de nuevos compuestos antiinflamatorios y
antimicrobianos (Alonso-Castro et al., 2017; Rashid et al., 2021). La sobreexposicién a la
sustancia irritante 13 acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) induce estrés oxidativo,
inflamacidn cutanea e hiperplasia epidérmica, porque aumenta la proliferacion de queratinocitos y
la produccion de citocinas proinflamatorias, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), y la
formacion de leucotrienos (LTB4), que resultan en un aumento de la permeabilidad y la afluencia
de neutrdfilos (Calou et al., 2008). El presente estudio investigo en primera instancia, la actividad
antiinflamatoria de extractos orgéanicos de polaridad ascendente (n-hexano, diclorometano y
metanol) de la especie vegetal Prosopis laevigata. El estudio mostro que a una dosis de 1 mg/oreja
el extracto de diclorometano (PIED) inhibi6 el 75.9% del edema en oreja de raton producido por
TPA, asimismo el extracto de n-hexano (PIEH) demostro tener un porcentaje de inhibicion del
60.8% vy el extracto de metanol (PIEM) inhibi6 el crecimiento del edema en un 60.2%; lo que
indica que dichos extractos obtenidos de las hojas de P. laevigata, exhiben su accion
antiinflamatoria mediante la inhibicion de mediadores inflamatorios como aminas vasoactivas
(histamina y serotonina), péptidos (Bradicinina) y eicosanoides (acido araquidonico AA,
tromboxanos, leucotrienos y prostaglandinas) (Abdulkhaleq et al., 2018). Estudios relacionados
con el genero, por ejemplo Prosopis juliflora, reportan que, extractos metandélicos de la corteza
demostraron tener a dosis de 100, 200 y 400 mg/kg efecto antiinflamatorio significativo en
modelos tanto agudos como cronicos, a una dosis de 400 mg/kg el extracto mostr6 una inhibicion
de la inflamacion maxima del 55.32% en el edema de pata de rata inducido por carragenina, en
comparacion con el diclofenaco estandar, el cual inhibié la inflamacién en un 61.33%,
transcurridas 3 horas, del mismo modo al evaluar el extracto a las mismas dosis, estas mostraron
inhibicion dependiente en comparacién con los grupos control, contra edema de pata de rata
inducido por histamina y serotonina, ademas de que se observo la reduccion de la formacion de
tejidos de granulacion en ratas (SivaKumar et al., 2009). Una investigacion realizada del extracto
metanolico de la corteza del tallo de la especie Prosopis africana se evalué en el modelo de
inflamacién inducida por carragenina en ratas a una dosis de 125 mg/kg en el que se observé una
inhibicion de la inflamacion significativamente (p <0,001) del 70,8%, comparandolo con el
farmaco estandar piroxicam a dosis de 10 mg/kg con un porcentaje de inhibicion del 58.3%,
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transcurridas 5 horas de su aplicacion (Ayanwuyi et al., 2010). Un estudio reciente de la especie
Prosopis cineraria, del extracto de hidroalcoholico de la corteza del tallo evaluado a 100 y 300
mg/kg, mostr6 un efecto antiinflamatorio representativo en el modelo de inflamacion en ratones
inducidos por Lipopolisacaridos (LPS) a dosis de 2 mg/kg (Sharma y Sharma, 2020). Los
resultados obtenidos en este trabajo de investigacion son comparables con los reportados en la
literatura e indican la eficacia de los extractos, principalmente el de diclorometano (PIED) ya que
poseen propiedades antiinflamatorias a partir de los datos de los resultados de este trabajo, aunque
cabe aclarar que no se han reportado hasta el momento actividad antiinflamatoria de especies del
género en el modelo de edema en oreja de raton inducido por TPA. Ademas, el extracto de
diclorometano (PIED) fue sometido a una investigacion fitoquimica donde fue posible aislar una
fraccion 1-R7 con efecto antiinflamatorio, pues inhibié en un 51.2% el edema producido por TPA
en la oreja de ratén. En un segundo proceso cromatografico, fue posible purificar un compuesto
con anillo aromatico, el cual, por analisis espectroscopicos, espectrométricos y de HPLC fue
caracterizado como veratrato de etilo (VE), el cual exhibid una potente actividad antiinflamatoria,
inhibiendo el edema en oreja de raton causado por TPA en un 85.1%. La investigacion quimica y
farmacoldgica sobre los extractos activos de Prosopis laevigata, puede ser una fuente potencial de

productos naturales con actividad antiinflamatoria.

Por otro lado, la segunda investigacion de este estudio, fue determinar la actividad antimicrobiana
de los extractos de la especie vegetal P. laevigata, frente a un microorganismo patégeno que se
encuentra diseminado principalmente en el medio ambiente y forma parte del microbiota de la piel
y mucosas del ser humano (Taylor y Unakal, 2019). Staphylococcus aureus sensible y restistente
a meticilina, es una bacteria Gram positivas patdgena, oportunista y nosocomial, causante de una
amplia gama de infecciones humanas (Buchan et al., 2019). Es importante comentar que,
actualmente las enfermedades infecciosas producidas por este tipo de microorganismo son un
problema de gran relevancia en el sector salud ya que este patdgeno ha desarrollado resistencia
ante los antimicrobianos, por lo que cada dia es mas dificil combatirlo (Jacobo, 2020). Las
bacterias han desarrollado una serie de mecanismos de resistencia a los antibidticos, a nivel
extracelular mediante la formacion de biopeliculas, la impermeabilidad de membranas mediante
las porinas membranosas, bombas de expulsion o inhibicion de la sintesis de la pared celular; y a
nivel intracelular, mediante la modificacion del sitio activo o modificacion genética (Troncoso, et

al., 2017). En el presente trabajo de investigacion los extractos de n-hexano (PIEH), diclorometano
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(PIED) y metanol (PIEM) de la especie en estudio fueron probados en el método de bioautografia,
concentracion minima inhibitoria y microdilucion en caldo. En el estudio bioautogréafico, los tres
extractos muestran compuestos inhibidores del crecimiento bacteriano. Al evaluarlos en el método
de concentracion minima inhibitoria se observo que estos tuvieron actividad antimicrobiana solo
contra la cepa sensible, el extracto de n-hexano (PIEH) a una concentracion de 1 pg/mL tuvo
efecto, el extracto de diclorometano (PIED) a concentraciones de 1 pg/mL y 2 pug/mL, mientras
que el extracto de metanol (PIEM) a tres concentraciones 1, 2 y 0.5 pg/mL. Por otro lado, al
emplear el método de microdilucion en caldo se determind que los extractos no tuvieron efecto
inhibitorio contra la cepa sensible. Un estudio realizado de la misma especie indica que tanto las
hojas como los tallos de esta planta medicinal mostraron actividad antimicrobiana notable, el
extracto de n-hexano tuvo actividad antimicrobiana a 0.5 mg/mL, mientras que el extracto de
acetona mostro actividad a 4 mg/mL de concentracion minima inhibitoria (MIC), ambos contra
Staphylococcus aureus (Salinas-Sanchez et al., 2009). Estudios relacionados del género, por
ejemplo, extractos de aceites esenciales de Prosopis juliflora, P. glandulosa y P. cineraria
inhibieron significativamente el crecimiento de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus, los valores de MIC oscilaron entre 3,0 + 0,0 - 18,0 £ 0,0 pg/mL;
Staphylococcus aureus mostré un valor bajo en MIC de 3,0 + 0,0 pg/mL de aceite esencial de P.
glandulosa (Imam et al., 2019). Un estudio de los extractos metandlicos crudos de Prosopis
juliflora demostrd la actividad antimicrobiana utilizando el método de inhibicién de zona, en
donde el extracto de raices evaluado a una concentracion de 100 ppm tuvo una zona de inhibicion
de 7.50 = 0.71 pg/mL. Por otro lado, el extracto de hojas evaluado a la misma concentracion tuvo
una zona de inhibicion de 8.50 + 0.71 ug/mL contra la cepa Staphylococcus aureus (Rechab et al.,
2018). Los resultados obtenidos en la presente investigacion indican la eficacia de los extractos
contra bacterias patdgenas, ya que son comparables con los reportados en la literatura,
principalmente el extracto metandlico (PIEM) y el de diclorometano (PIED), ya que poseen
mayormente propiedades antimicrobianas a diferencia del extracto hexanico (PIEH), contra
Staphylococcus aureus, por lo tanto, se deduce que esta planta puede utilizarse como una poderosa

herramienta para reducir inflamacién y contrarrestar enfermedades producidas por esta bacteria.
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11. CONCLUSION
Este estudio nos permitié corroborar el uso medicinal atribuido a esta especie vegetal como

antiinflamatorio y antibacteriano. El estudio quimico-bioldgico permitié determinar que el
extracto de diclorometano (PIED), las fraccciones y el compuesto veratrato de etilo (VE) son los
responsables de la actividad antiinflamatoria encontrada. Adicionalmente los tres extractos
mostraron inhibicién en el crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus. Por lo que se
concluye que Prosopis leavigata podria ser una planta Util para el tratamiento de las enfermedades

que involucran procesos antiinflamatorios y contra algunas bacterias.
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13. ANEXO
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Anexo 1: Ejemplar colectado (Prosopis laevigata) con nimero de herbario 39811.
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Anexo 3: RMN de *C-DEPT (CDCls, 150 MHz) de veratrato de etilo (1)
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Anexo 5: RMN de *H-C (HMBC) en CDClIs de veratrato de etilo (1)
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Anexo 6: Cromatograma de HPLC del veratrato de etilo (VE)
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