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1. INTRODUCCION

El conocimiento de las plantas medicinales es milenario y ha trascendido por generaciones
gracias a la tradicidn. Se considera que nuestros antepasados obtuvieron el conocimiento
de estas especies después de distinguir entre las que servian para comer y aquellas que
tenian algun efecto en su organismo, por lo que a partir de esto empezaron a diferenciarlas
y seleccionarlas. Para que una planta sea considerada medicinal, debe tener propiedades
curativas o preventivas para algin padecimiento. Sin embargo, no necesariamente toda la
planta tiene que cumplir con estas caracteristicas, pues algunas veces sélo es utilizada una
parte de ella como las hojas, el fruto, la raiz o la corteza. La accion terapéutica (alivio o
mejora), se debe a sustancias quimicas llamadas principios activos que son considerados
sustancias que ejercen sobre el organismo vivo una accién farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial.® Si bien, el uso de especies vegetales con fines terapéuticos es muy antigua, el
uso tradicional de plantas medicinales aun persiste, especialmente en sociedades poco
industrializadas con dificultades de acceso a medicamentos. Asi, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) coordina una red para incentivar el uso seguro y racional de la medicina
tradicional, debido a que, en su mayoria, no toda la planta medicinal suele ser benéfica al

organismo, o simplemente el principio activo debe de ser dosificado minuciosamente.?

Actualmente, en México, la importancia de las plantas medicinales no sdélo radica en su
riqueza como parte de la cultura, sino también en el conocimiento cientifico que se genera
a partir de su estudio y del analisis que se realiza de cuestiones ecolégicas, geograficas,
culturales, farmacoldgicas y quimicas. El proceso de verificacion cientifico no solo ayuda a
encontrar que tipo de moléculas se encuentran en las diversas especies vegetales usadas
tradicionalmente como plantas medicinales, sino que también ayudan a explicar su
participacién en ciertas propiedades terapéuticas de estas, aunado a esto, también permite
descubrir compuestos que pueden servir como base para el desarrollo de nuevos

medicamentos para distintas aplicaciones.



La Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) menciona
el registro del Instituto Mexicano del Seguro Social de 3,000 especies de plantas con
atributos medicinales, de las 4,500 que se calcula que existen en México, y que representan
el 15% del total de la flora mexicana. Precisa que sélo se ha hecho analisis farmacolégico
del 5% del total de esas plantas. De ese universo, 250 se comercializan de manera cotidiana,
el 85% son extraidas del medio silvestre sin planes de manejo sustentable, y el 80% de la
poblacidon mexicana ha hecho uso de ella.> En afios recientes, diversos grupos de
investigacion realizan esfuerzos para identificar compuestos con actividad biolégica en un
intento de aportar mayor conocimiento a este campo, sin embargo, la caracterizacion
quimica exhaustiva de varias especies utilizadas en la medicina tradicional estd muy lejos
de completarse. Para lograr lo anterior, se requiere de la colaboracién multidisciplinaria en
ciencias, es decir, de la participacidon de botanicos, farmacdlogos, quimicos, toxicdlogos,
entre otros profesionistas. Existen varias estrategias empleadas en la busqueda de
compuestos bioactivos a partir de especies vegetales, de las cuales las aproximaciones
etnobotanicas son las que han proporcionado los hallazgos mas notables en el
descubrimiento de compuestos de interés terapéutico.  En ese contexto, el resveratrol es
un potente antioxidante producido por mas de 70 especies de plantas esta presente en
varios frutos que forman parte de la dieta humana, tales como los arandanos (Vaccinium
spp.), la grosella (Vaccinum spp.), uvas (Vitaceae), las moras (Morus spp.) y los cacahuetes
(Arachis hypogaea),” la artemisinina aislada de Artemisia annua y quien es responsable de
sus propiedades antimaldricas,® debido a las cualidades de estas plantas, por mencionar
algunas, se han convertido en un factor importante en la industria farmacéutica para la
busqueda de nuevos medicamentos donde se han investigado una diversidad de plantas, y
de ellas se han aislado una gran cantidad de metabolitos secundarios con actividad
farmacoldgica importante; no obstante, existen auin muchas especies no estudiadas que
pudieran contener compuestos activos para infinidad de enfermedades, entre las que se
encuentran las infecciones en vias urinarias, las cuales son frecuentes y afectan tanto a

hombre como mujeres.



Las infecciones urinarias (IU) figuran entre las afecciones mds importantes, si bien afectan
con mayor frecuencia a mujeres, 30 veces mas que en varones, debido principalmente, a
factores anatdmicos.” Las infecciones urinarias representan uno de los riesgos mas serios y
radica en el mecanismo de infeccién “ascendente”, donde el patdgeno es arrastrado desde
la uretra hasta la vejiga y de ahi por los uréteres puede llegar hasta los rifiones,? lo cual
puede provocar pielonefritis aguda u crdnica, la pielonefritis aguda es una inflamacién
repentina causada por bacterias y es una de las enfermedades renales mas frecuentes, llega
a ser mas severa debido a que causa dafos en el rifidn que pueden llegar a causar una
insuficiencia renal, comprometiendo la vida del enfermo. El incremento de las bacterias que
producen infecciones multirresistentes de la via urinaria ha sido alarmante como lo es S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA), P. aeruginosa que tiene capacidad de ser
multirresistente, y E. coli, con resistencia a la mayoria de los antibidticos usados para estas
afecciones.”!? Esto contribuye a la prevalencia en las infecciones en vias urinarias
generando un alto costo en las terapias de estas. Debido a estas circunstancias el estudio
de plantas medicinales ha tenido un mayor interés en el uso y busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos, donde los extractos crudos de plantas medicinales podrian servir como
una fuente alternativa viable, ya que cuentan con una gran variedad de metabolitos
secundarios como lo son los alcaloides, taninos, glucdsidos, polifenoles, flavonoides,
saponinas, entre otros, y podrian actuar como potenciales agentes antimicrobianos y
modificadores de la resistencia, por lo tanto, estos compuestos pueden tener un efecto
clave en las afecciones patdgenas.’ Teniendo en cuenta esta problematica, es de vital
importancia la busqueda y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos como potenciales

farmacos para el combate contra bacterias resistentes.

Ludwigia octovalvis es una planta que se ha localizado en el Estado de Morelos y dentro de
los usos medicinales que se le atribuyen se encuentran; para curar las infecciones de la piel,
se aplican las hojas previamente calentadas y remojadas en alcohol, diabetes, en casos de
rofia, se prepara una pomada con la planta macerada que se mezcla con manteca y azufre;
ésta se unta cada 24 h, ademdas se menciona que esta planta puede ser empleada para

aliviar afecciones renales. Sin embargo, aln no se cuenta con estudios y evidencia cientifica



suficientes que puedan sustentar el uso correcto de esta planta, por lo que en el presente
trabajo se realizard un estudio quimico y biolégico que pueda aportar informacidn sobre el

contenido quimico de esta especie y determinar su actividad antibacteriana.



2. ANTECEDENTES
2.1 Antimicrobianos

Un antimicrobiano se define como una sustancia que tiene la capacidad de destruir, impedir
o retardar el crecimiento de un microorganismo,*! estos se utilizan para prevenir o tratar
infecciones.? Los antimicrobianos pueden ser de origen natural o sintético, dentro de esta
clasificacién se encuentran los antibidticos que tienen ciertas caracteristicas como toxicidad
selectiva, no afectan o poseen baja toxicidad para el huésped.*> El tratamiento y
prevencion de infecciones mediante el uso de agentes antimicrobianos ha obtenido grandes
resultados debido a su actividad biologia frente a los microorganismos causantes de
enfermedades tales como la meningitis, tuberculosis, sifilis, infecciones gastrointestinales e
infecciones en vias urinarias, asi mismo, disminuyendo la morbilidad y mortalidad de las

personas.®

2.2 Infecciones en vias urinarias en México

Las infecciones en vias urinarias son una de los principales problemas de salud publica en
México, ocupando el tercer lugar de morbilidad,'”'° datos obtenidos en el 2017
muestran 4,474,599 nuevos casos de infecciones urinarias reportados,?®?! mostrando
mayor prevalencia de los casos en mujeres (>70 %),%% sin embargo, hay otros factores que
influyen en la recurrencia, prevalencia y complicaciones de las IVU, entre los cuales se
encuentran la edad, tipo de sexo, diabetes, embarazo, enfermedades crénicas y anomalias
genéticas, entre otras,?>?’ las cuales provocan que dicho padecimiento pueda presentar un
riesgo aun mayor por lo cual es requerido un correcto diagndstico y tratamiento que sea
efectivo. En las infecciones en vias urinarias se puede o no presentar manifestaciones
clinicas, se pueden clasificar como infecciones en vias altas o bajas, crénicas o agudas,
recurrente o nosocomial (asociada a sonda vesical). Entre los riesgos de IVU se encuentra
cuando se disemina a vias altas desde la vejiga por via ascendente o exégena llegando a los
rifones causando pielonefritis la cual es una inflamacién destructiva, tanto del paréngquima
como de la pelvis renales, puede cursar en forma aguda, que se caracteriza por ser causada

por una infeccidon bacteriana repentina y es una de las infecciones mas frecuentes, la



pielonefritis crénica es una inflamacién renal que puede formar cicatrices, lo cual puede
llevar al fallo parcial o total del 6rgano,?® y es muy comun en personas con predisposicion a
infecciones recurrentes, reinfeccidén o recaidas, como es el caso de personas que padecen

de diabetes.?*

En mujeres embarazadas es de gran importancia y atencién el correcto diagndstico y
tratamiento debido a los partos pretérminos. Las IVU son muy comunes y recurrentes
debido a los cambios anatémicos y funcionales presentes en el embarazo, donde la cistitis
y la pielonefritis presentan un riesgo para la madre y el feto, siendo causantes de morbilidad

perinatal y maternal.?%-30

Entre los microrganismos que con mayor frecuencia son causantes de IVU son Escherichia
coli (E. coli) con el 85%, también se encuentran otros agentes patdégenos como Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus vy
Enterococcus faecalis, y aunque estos son menos frecuentes pueden llegar a ser mas
agresivos como Staphylococcus saprophyticus.3® Es muy comuin que los patdgenos
causantes de IVU asintomatica también sean responsables de las infecciones sintomaticas.
En general, se puede presentar una serie de sintomas como disuria, ardor con la miccién,
fiebre, dolor lumbar, entre otros, por lo que se requiere de un correcto y certero diagndstico
del agente causante para dar un eficaz tratamiento debido a que los sintomas que se

presentan pueden llegar a ser variados y a las complicaciones que pueden presentarse.

2.3 Antibidticos utilizados para el tratamiento de infecciones en vias urinarias

Debido a que las infecciones en vias urinarias representan un problema en México siendo
la tercera causa de morbilidad en el pais, representando un alto gasto en las instituciones
de salud debido a las complicaciones y sintomatologia presentada, siendo una de las
principales causas las infecciones en vias altas con pielonefritis. Debido a esto, es necesario
gue se realice un adecuado diagnostico ya que las sintomatologias clinicas de los patégenos
causantes de las infecciones en vias urinarias Hegan a presentar una variabilidad entre

signos y sintomas lo cual dificulta tener un certero diagndstico.



Para que se pueda dar un tratamiento eficaz, primero el médico debe realizar una serie de

analisis entre los cuales en primera instancia se encuentra un examen fisico exploratorio,

en segundo lugar, son necesarios los analisis de laboratorio, un examen general de orina

con urocultivo y antibiograma, en el cual es muy probable que se encuentre E. coli debido

a que es el responsable de aproximadamente el 80% de los casos, y ademas es importante

buscar cepas multirresistentes como S. aureus, Proteus, Klebsiella, Pseudonomas,

Enterobacter o Citrobacter, debido a que estos representan un mayor riesgo para las

personas que estan predispuestas (presentan sondas o catéteres) o que presentan

reincidencia. Con base a estos andlisis y los resultados obtenidos el tratamiento que se

puede suministrar se puede dividir en:

a)

b)

d)

No complicada, se considera con sintomas leves o moderados sin condiciones de
morbilidad, y que el paciente pueda soportar el tratamiento oral y no presentan
criterios para el ingreso hospitalario, en el cual se puede suministrar nitrofurantoina,
ciprofloxacino, Trimetoprim/Sulfametoxazol, también pueden ser utilizadas
quinolonas cuando se presenta resistencia o si la persona no tolera el TMP-SMX.
Para tratar infecciones causadas por microorganismos gram positivo se recomienda
el uso de amoxicilina/ acido clavulanico.

No Complicada, se considera a un paciente incapaz de soportar el tratamiento oral
optando un tratamiento via parental, con criterio de ingreso, tomando en cuenta
enfermedades que presentan riesgo, y debido que E. coli actualmente presenta
resistencia a ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas, se recomienda el uso de
fluoroquinolonas como el ciprofloxacino u levofloxacino, también se puede
suministrar gentamicina.

Complicada, requiere ingreso hospitalario e intervencidn quirdrgica, catéter o
asociado a anomalias genéticas

Asintomatica, normalmente se trata de mujeres embarazadas, se recomienda el
suministro de amoxicilina, nitrofurantoina, cefalexina y se evitar el uso de

fluoroquinolonas y tetraciclinas. 2832



2.4 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un proceso de adaptacion de los microorganismos como
estrategia que emplean para la defensa contra los agentes antimicrobianos presentes en la
naturaleza. La resistencia bacteriana es la facultad de adaptacién de las bacterias a las
agresiones al medio en que se encuentran33, Desde que inicio el uso de antibidticos para
tratar enfermedades infecciosas ha ido en aumento la resistencia a antimicrobianos,
aunque la mayoria de los mecanismos son mutaciones cromosomales que otorgan una

ventaja en sobrevida bajo presién selectiva de antibidticos.333°

Durante los ultimos afios ha ido en aumento el nimero de bacterias que son resistentes a
antibioticos, lo cual es alarmante debido a que llega a disminuir la posibilidad de erradicar
al agente causante, lo que genera una prolongacién en la estancia hospitalaria, un mayor
gasto sanitario, un incremento en el costo de tratamiento, ademds de un aumento en

morbilidad y mortalidad.

2.5 Uso de plantas medicinales

Las plantas medicinales se han utilizado por afios para tratar diversas enfermedades y
padecimientos, y esos conocimientos se han ido transmitiendo de generacidon en
generacién hasta la actualidad, donde aln se sigue utilizando, aunque no se sabe con
exactitud el uso de plantas medicinales a nivel global, la OMS ha estimado que mas del 80%
de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de
atencidn primaria de salud y que gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso

de extractos de plantas o sus principios activos.*%4!

El uso de plantas medicinales como tratamiento alternativo ha ido en aumento estos
ultimos afios, se utilizan con fines preventivos o curativos, también se llegan a utilizar para
tratar enfermedades crénicas como la diabetes, hipertensién, entre otros.*>** La busqueda
de nuevos farmacos antibacterianos es una investigacién a nivel mundial debido a los

microorganismos que ya presentan resistencia a gran variedad de farmacos empleados en



la actualidad, una alternativa para enfrentar esta problematica es la busqueda de nuevas
moléculas en recursos naturales, en la actualidad se sabe gracias a las investigaciones
cientificas sobre la diversidad de los compuestos quimicos contenidos en algunas plantas
llamados metabolitos secundarios, los cuales no participan en el crecimiento y desarrollo
de la planta, *3 estas moléculas se pueden emplear como materia prima para la fabricacion
de compuestos, o derivados de estos,*' y que pueden servir como modelos para nuevos
compuestos. Los grupos principales que se reportan con actividad antimicrobiana son los
compuestos fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides, terpenos, cumarinas, aceites

esenciales y alcaloides, debido a sus caracteristicas estrucutrales.*>->°

Debido a lo anterior, la busqueda de nuevos agentes efectivos con bajos o nulos efectos
secundarios continua, y dado que México es uno de los paises que cuenta con una amplia
biodiversidad en el mundo, es importante seguir estudiando aquellas plantas que solo
cuentan con la informacion del uso en la medicina tradicional o etnobotanica, como lo son

especies de la familia Onagracae.

2.6 Ludwigia octovalvis

Ludwigia octovalvis (Jacq.) P.H. Raven, pertenece a la familia Onagracae, es cominmente
conocida en el estado de Morelos como clavillo, es una planta acudtica, muy comudn en
lugares de siembra, canales de riego y rios (figura 1), tiene como particularidad un rapido
crecimiento, su alta produccién de semillas que esta planta sea considerada como una

amenaza para los cultivos como el arroz.>>?



Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas)
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Onagracae
Género: Ludwigia

Especie: Ludwigia octovalvis (Jacqg.) P.H. Raven

Figura 1. Clasificacién taxonémica de Ludwigia octovalvis®* >*

2.7 Distribucidon en México y Morelos

Las fuentes consultadas no tienen registros sobre de donde es originaria la especie, aunque
en México la familia Onagraceae se encuentra ampliamente distribuida, en el cual la especie
de Ludwigia octovalvis tiene reportes de presencia en varios estados como Morelos, Baja
California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero,
Jalisco, Michoacdn, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Veracruz, Yucatan,”> >4 ademas de que la familia Onagraceae en el estado de Morelos
cuenta con especies que tienen usos ornamentales y medicinales.>® Aunque la especie
Ludwigia octovalvis también cuenta con reportes de presencia como en Malasia, India,

Africa, Estados Unidos, y paises de América central.>% 53

2.8 Botanica
Ludwigia octovalvis es una planta comunmente conocida como clavillo, es una hierba erecta

de entre 60 cm a 1.60 m de altura, presenta un tallo (a) ramificado cilindrico, glabrescente
hasta variadamente piloso en las ramas jévenes (Figura 2), las hojas (b) son oblongo-

lanceoladas de hasta 14.5 cm de largo, subsésiles, ligeramente pilosas, alternas, angostas,
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membrandceas, sobre peciolos cortos, inflorescencias en las axilas de las hojas superiores,
flores (c) solitarias, axilares. El caliz es un tubo (éste es propiamente un hipantio) largo y
acostillado, en cuyo apice se encuentran 4 sépalos carnosos, triangulares (persistentes en
el fruto); tiene 4 pétalos amarillos, angostados en la base, con los nervios evidentes,
caedizos; estambres, con un nectario en la base de algunos de los filamentos; el estigma
globoso. El fruto (d) es una cdpsula cilindrica (con los 4 sépalos persistentes en el apice),

claviforme de paredes delgadas, con semillas numerosas pluriseriadas en cada l6culo.> >%

58

a) Tallo

b) Hoja

c) Flor

d) Fruto

Figura 2. Ludwigia octovalvis (Jacq.) P.H.Raven, imagenes tomadas de la biblioteca digital de la
medicina tradicional mexicana UNAM, CONABIO.
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2.9 Usos etnomédicos

Los usos medicinales que se le atribuyen en México, en los estados de Morelos, Oaxaca y
Veracruz se le atribuyen propiedades son para tratar infecciones en la piel, utilizando las
hojas de la planta, de las cuales se hace una extraccién con alcohol, para tratar la rofia
(infeccion parasitaria comuin en mascotas domesticas) se prepara una pomada con la planta
macerada que se mezcla con manteca y azufre; ésta se unta cada 24 horas. Ademas, se
menciona que esta planta puede ser empleada como diurético.>® Ademas, es utilizada en el
estado de Morelos, en los municipios de Xochitepec, Jojutla, y Zacatepec por sanadores
para tratar la diabetes.®® También tiene reportes de su uso para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales (diarrea y disenteria), de acuerdo con otras fuentes se utiliza

para tratar edema, nefritis, hipertension.®°

2.10 Antecedentes fitoquimicos

La planta Ludwigia octovalvis debido a su amplio uso en la medicina tradicional ha sido
objeto de estudio, sin embargo, son pocos los estudios fitoquimicos y bioldgicos reportados
para esta especie, de estos, solo se encuentra uno realizado a la planta que crece en México,
especificamente en el Estado de Morelos, y estd relacionado con Diabetes, en este trabajo

nos hemos interesado principalmente en su actividad antibacteriana.

El reporte mas reciente sobre la composicidn quimica de Ludwigia octovalvis lo realizaron
en el afio de 2018, de este estudio reportan la presencia de etil galato (1), isoorientina (2) y

acido gélico (3). >% 61
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En el 2005, Yan J, et. al., aislaron y caracterizaron los siguientes compuestos: acido 2 a-

hidroxi ursélico (4), acido tormentico (5), maltol (6), daucosterol (7), acido elagico (8),

luteolina (9), apigenina (10), brevifolincarboxilato de metilo (11), dcido galico (12) y el

3,4,8,9, dibenzo 10-polihidroxi [b,d]piran-6-ona (13).6% 63
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En el afio 2004 se reportaron tres triterpenos de tipo oleanano : 23Z-cumaroilhederagenina

(14), 23E-cumaroilhederagenina (15) y 3Z-cumaroilhederagenina (16), acido oleandlico (17)

y acido ursdlico (18).60: 64
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2.11 Antecedentes farmacoldgicos de Ludwigia octovalvis

Una de las actividades mas sobresalientes reportadas para L. octovalvis son la actividad anti-
proliferativa en adipocitos 3T3-L1.%> Ademas, en afios recientes, se describieron los efectos
anti-envejecimiento, protectores del deterioro cognitivo y de mejora en el control
glucémico (por actividad hipoglucemiante y antihiperglucémica) del extracto etandlico de
L. octovalvis, en diferentes modelos in vitro e in vivo.®Los efectos sobre la glucemia de esta

especie ya habian sido reportados anteriormente, lo que corrobora aliin mas este efecto.®?

Con relacion a la toxicidad, en un estudio reportado en 2012, se investigd la toxicidad aguda
y subaguda de un extracto metandlico de hojas de L. octovalvis en ratones, encontrandose
que la administracion via oral de 5000 mg/kg, en el modelo de toxicidad aguda, y hasta 800

mg/kg, en el modelo de toxicidad subaguda, no ocasiond letalidad, efecto toxicoldgico o
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cambios significativos en los drganos internos. Sin embargo, una de sus dosis aumenté
significativamente el recuento de glébulos blancos, y al mismo tiempo disminuyé la ALT,
AST y ALP.%7 Estos resultados podrian indicar actividad hepatoprotectora, que correlaciona
con un reporte anterior en el que esta especie fue una de las mas activas en dos modelos

in vitro.®8 Ademas de las actividades descritas en la Tabla 1 se muestran otras actividades.

Tabla 1. Estudios farmacoldgicos in vitro de diferentes extractos de L. octovalvis.

Extracto o compuesto | Concentracion | Modelo Farmacoldgico Referencias
evaluado evaluada
Extracto etandlico 0.38-100 Captacion de glucosa en | 69,63
ug/mL células musculares.
Produccion de glucosa en
células hepaticas
Extracto etandlico 0.1 g/kg de | Curva de tolerancia a la |70
peso corporal | glucosa en ratones diabéticos
inducidos por STZ1 o por dieta
alta en grasas.
Reconocimiento de objetos en
ratones diabeticos inducidos
con dieta alta en grasas
Compuestos 14-16 1.2-3.6 uM Citotoxicidad en las lineas | 60, 64
celulares KBy HT29.
Extracto 0.25 mg/mL actividad inhibitoria de lipasa | 61
hidroalcohdlico y pancreatica y actividad
fracciones inhibitoria de a-glucosidasas
Extracto hexanico, | 100 mg/kg Efecto antihipertensivo, | 71
diclorometano, antihiperglicemico, efecto
metanolico. toxicoldgico agudo en ratones

STZ = Estreptozotocina
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones en vias urinarias han sido un factor de riesgo para las personas en todas las
edades debido a que, pueden llegar a ser causantes de diversas complicaciones como la
sepsis 0 en casos mas graves, la muerte del paciente. Aunque en la industria farmacéutica
existen una diversidad de antibidticos sintéticos para combatir las infecciones en vias
urinarias, la mala suministracién y el uso indiscriminado han ocasionado que los
microorganismos se vuelvan “resistentes” a los antibidticos. Por lo que es de suma

importancia la busqueda de nuevas fuentes de antibidticos como lo son las plantas.

Ludwigia octovalvis es conocida en la medicina tradicional en Morelos como “Clavillo” y
cuenta con informacién etnomédica para tratar infecciones de la piel, diabetes, en casos de
rofia, ademds se menciona que esta planta puede ser empleada para aliviar afecciones
renales, considerando este ultimo padecimiento, el presente trabajo pretende aportar
conocimiento quimico y bioldgico de la especie que crece en nuestro pais, enfocado

principalmente a los padecimientos renales.

4. HIPOTESIS

Ludwigia octovalvis colectada en el estado de Morelos contendra metabolitos secundarios

con un efecto antibacteriano.
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5. OBIJETIVOS
5.1 Objetivo general

Realizar un estudio fitoquimico y antibacteriano de partes aéreas de Ludwigia octovalvis
que aporte evidencias sobre el contenido quimico y permita sustentar el uso popular

atribuido a esta especien en el estado de Morelos.

5.2 Objetivos especificos
* Colectar la planta Ludwigia octovalvis en su habitat natural.

* Obtener un extracto hidroalcohélico de hojas secas de L. octovalvis.

* Realizar un fraccionamiento cromatografico con la finalidad de obtener fracciones de
menor complejidad.

* Evaluar actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico y fracciones obtenidas.

* ldentificar y caracterizar los compuestos quimicos presentes en el extracto

hidroalcohdlico, haciendo uso de las técnicas de RMN y CG-EM.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Equiposy reactivos
6.1.1 Cromatografia en columna (C.C.)

Los analisis cromatograficos en columna abierta se efectuaron en columnas de vidrios de
longitud y diametro variables, se utilizé como fase estacionaria silica en gel 60 Milipor (con
un tamafio de particula 0.063-0.200 mm), utilizando como sistema mdvil, una mezcla de
disolventes organicos en orden ascendente de polaridad. La silica gel que se utilizé fue tanto
la silica como los disolventes grado industrial fueron previamente destilados y

deshidratados con sulfato de sodio anhidro.

6.1.2 Cromatografia en capa fina (C.C.F)

Para dar seguimiento al fraccionamiento quimico se utilizé la cromatografia en capa fina
(C.C.F), con el propdsito de agrupar fracciones obtenidas mediante su similitud quimica,
para ello, se emplearon placas de aluminio recubiertas con una capa de gel de silice 60 F254
Merck TLC. Para visualizar las placas se utilizé una lampara de luz ultravioleta (UV) de onda
corta de 254 nm y onda larga de 365 nm, y como reactivo cromogénico se utilizé sulfato
cérico amoniacal (NH4)4Ce(S04)2*2H;0 al 1% en H;S04 2N. Los reactivos empleados fueron

obtenidos con proveedores comerciales y utilizados sin previa purificacion.

6.1.3 Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN) y de carbono trece (*3C-
RMN), ademas de los espectros bidimensionales, fueron obtenidos en equipos Jeol ECZ600R
600MHz, Bruker AVANCE Ill HD 500MHz, Varian Mercury 200MHz, utilizando disolventes
deuterados (CDCls, CDsOD).

6.1.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y
espectrometria de masas de alta resolucion

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una técnica que permite
separar e identificar compuestos que sean volatiles o semivolatiles. Con el objetivo de

identificar los compuestos en fracciones menos polares, asi como concentraciones bajas del
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contenido quimico, se hizo uso del cromatégrafo de gases Agilent Technology 6890
acoplado a un detector de masas 5973N, donde le gas portador (Helio) pasa por la columna
con flujo constante, la entrada se ajusté a 250°C, mientras que la temperatura inicial del
horno fue a 40°C, seguido de un aumento a 280°C/minuto, para el espectrometro de masas
se utilizd el impacto electrénico positivo con energia de ionizacidén a 70eV. Se utilizé el
monitoreo selectivo de iones (SIM) para la deteccidn, los picos se identificaron vy
cuantificaron mediante los iones de fragmentacién. La informacidn obtenida se comparo
con la biblioteca de datos NIST (National Institute of Standard and Technology, siglas en
inglés) mediante el patron de fragmentacién obtenido para cada compuesto utilizando un
factor de coincidencia 280%. La espectometria de masas de alta resolucion es una técnica
gue permite la medida de las masas de los iones resultantes de la fragmentacion de una
molécula neutra, ademas permite la elucidacién estructural de las mismas a través de la
determinaciéon de sus masas moleculares y de las masas de algunos fragmentos
caracteristicos de su estructura, para ello, es necesario ionizar las moléculas y obtener los
iones formados en fase gaseosa obteniendo su espectro de masas y representa las
abundancias iénicas de los fragmentos e idn molecular generados, respecto a su relacién
masa/carga. Para ello se hizo uso del equipo JEOL MS-700 de Alta resolucion con analisis

mediante FAB (Bombardeo con atomos rapidos) en modo positivo.

6.1.5 Infrarrojo
Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un espectrometro Infrarrojo de

Transformada de Fourier (FTIR) Thermo Cientific modelo: Nicolet 6700 para deteccidn con
un rango espectral de 400 a 4000cm-', en el cual se genera calor sobre los enlaces de las

moléculas para observar los movimientos de sus atomos y grupos funcionales.

6.2 Material vegetal

La planta completa Ludwigia octovalvis fue colectada en su habitad natural en el camino a
Buena Vista del monte en Cuernavaca, Morelos, en septiembre de 2021, la persona que
realizd la colecta de la planta fue el Mtro. Fidel Ocampo Bautista, quien prepard un
ejemplar, el cual se envid para su clasificaciéon taxondmica al herbario HUMO en el Centro

de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion de la Universidad Autonoma del Estado
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de Morelos (CIByC-UAEM), el Mtro. Gabriel Flores Franco, curador del herbario identificé la
especie como Ludwigia octovalvis (Jacq.) Raven de la familia Onagraceae y le asigné el

numero de folio 39816.

6.3 Preparacion de extractos

Para la preparacion de los extractos se utilizaron hojas secas, las cuales fueron secadas a
temperatura ambiente bajo la sombra y posteriormente trituradas utilizando una licuadora.
El proceso de extraccion se llevé a cabo via maceracion a temperatura ambiente (X 3, cada
72 h), el primer extracto se obtuvo utilizando 300 g de material vegetal y se colocé en un
matraz erlenmeyer de 5 litros, se preparé una mezcla etanol: agua (90:10 v/v) y se fue
adicionando hasta cubrir las hojas. El segundo extracto se obtuvo colocando 245.6 g de
hojas en un segundo matraz erlenmeyer de 5 litros y en esta ocasién se le adiciond una

mezcla de diclorometano: metanol 90:10 v/v hasta cubrir el material vegetal.

Cada proceso de extraccion fue separado por filtraciéon y concentrado mediante destilacion
a presion reducida utilizando un rotaevaporador, después de llevar a sequedad el extracto

y calcular el rendimiento, se guardd para su posterior uso (tabla 2).

Tabla 2. Extractos obtenidos de la planta silvestre Ludwigia octovalvis.

Parte de la | Material Disolvente de extraccion Rendimiento Clave
planta vegetal Gramos | Porcentaje
pesado (g) (8) (%)
Hoja 696.4 Etanol: agua (90:10 %) 53.3019 | 7.65 LoHA
245.6 Diclorometano: Metanol 5.8642 | 2.38 LoDM
(90:10 %)

6.4 Fraccionamiento cromatografico del extracto hidroalcohdlico de L.
octovalvis

El extracto hidroalcohdlico (LoHA) se obtuvo como un residuo viscoso de color amarillo

(53.3019 g), de este, se tomaron 10 g el cual se adsorbié en 10 g de silica gel de fase normal,

posteriormente se colocaron en una columna de vidrio (70 cm de alturay 4 cm de

diametro) empacada con 300 g de silica gel de fase normal. Para el fraccionamiento se

utilizaron mezclas de disolventes organicos en orden ascendente de polaridad, iniciando
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con una mezcla de n-Hexano: Acetona 80:20 %, aumentando en gradiente de 10% cada vez,
hasta llegar a 100% Acetona, seguido de una mezcla de Acetona: Metanol 90: 10%, en el
mismo gradiente hasta llegar a 100% MeOH, por cada sistema se tomaron fracciones de
200 mL obteniendo un total de 78 fracciones, que se reunieron con base la similitud quimica
observada en cromatografia en capa fina (C.C.F.), con ello se obtuvieron 13 grupos de

fracciones que se identifican con las claves que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Fracciones obtenidas del extracto hidroalcohdlico (LoHA)

Fraccion  Sistema/gradiente Reuniones g Clave
1-5 80:20% Hx:Acetona 1-6 0.110 LoHA-1
6-10 70:30% Hx:Acetona 7-20 0.192 LoHA-2*
11-19 60:40% Hx:Acetona 21-29 0.578 LoHA-3*
20-27 50:50% Hx:Acetona 3041 0.872 LoHA-4*
28-40 100% Acetona 42-45 1.612 LoHA-5*
41-47 90:10% Acetona:MeOH 46-51 0.876 LoHA-6
48-53 80:20% Acetona:MeOH 52-68 2.336 LoHA-7
54-58 70:30% Acetona:MeOH 69-78 2.922 LoHA-8*
59-63 60:40% Acetona:MeOH

64-68 50:50% Acetona:MeOH

69-78 100% MeOH

Una vez concluido el fraccionamiento cromatogréfico del extracto hidroalcohdlico (LoHA) y
habiendo observado y analizado el perfil quimico de los grupos de fracciones por
cromatografia en capa fina (Figura 3), se tomaron 5 mg del grupo de fracciones identificado
con la clave LoHA-2 y se enviaron para su analisis en un cromatdgrafo de gases acoplado a
un espectrémetro de masas. Los grupos LoHA-3, LoHA-4 y LoHA-5 se seleccionaron para su

purificaron por cromatografia en columna.
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Figura 3. A) y B) muestran el perfil quimico de los grupos LoHA-1 a LoHA-8 al ser revelados con
sulfato cerico amoniacal y C) y D) muestra su perfil quimico al ser visualizadas al irradiar luz
ultravioleta a 234 nm.

6.4.1 Purificacion de la fraccion LoHA-3

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se pesd 0.4346 g de la fraccion LoHA-3, al matraz se le
adicionaron 3 mL de una solucién de diclorometano: metanol (v/v) y posteriormente se
agregaron 2 gramos de silica gel de fase normal, el extracto de adsorbié en la silica gel y se
llevé a sequedad. En una columna de vidrio (40 cm de altura y 1.5 cm de didametro)
empacada con 16 gramos de silica gel, se colocd el extracto libre de disolvente y se inicié la
separacion de los componentes utilizando un sistema de gradientes con n-hexano: acetato
de etilo (100:00 -50:50), aumentando gradualmente la polaridad. Se obtuvieron un total
de 88 fracciones de 10 ml cada una. Se agruparon de acuerdo con la similitud mostrada en
CCF, obteniendo 7 subgrupos de fracciones (tabla 5).

Tabla 4. Fracciones obtenidas del grupo LoHA-3

Fracciones Sistema/gradiente Reuniones (8) Clave
1-27 100 % n-Hexano 1-14 0.0260 LoHA-3-1
28-39 98:02 % Hx:AcOEt 15-27 0.0080 LoHA-3-2*
40-58 97:03 % Hx:AcOEt 28-41 0.0104 LoHA-3-3*
59-61 96:04% Hx:AcOEt 42-54 0.0207 LoHA-3-4*
62-88 94:06% Hx:AcOEt 55-72 0.0649 LoHA-3-5%*
89-94 92:08% Hx:AcOEt 73-84 0.0947 LoHA-3-6
95-96 50:50% Hx:AcOEt 85-96 0.1646 LoHA-3-7
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La purificacion del grupo de fracciones LoHA-3 se monitoreé por cromatografia en capa fina,
con base a lo observado (figura 4) se seleccionaron para ser analizadas por CG-EM, por un
lado, observar la purezay por el otro si la pureza y la cantidad de muestra lo permitia, poder
obtener espectros de Resonancia Magnética Nuclear, esto con la finalidad de poder
sustentar la identidad estructural de los compuestos identificados en la biblioteca del

equipo de CG-EM.

A B D E
%
e o
LoHA-3-2 LoHA-3-3 LoHA-3-4 LoHA-3-5
Hx : AcOEt (75:25) Hx : AcOEt (75:25) Hx : ACOEt (75:25)

Figura 4. Cromatoplacas de las subfracciones LoHA-3-2, LoHA-3-3, LoHA-3-4 y LoHA-3-5, reveladas con luz
ultravioleta a 234 nm. (A, Cy F) y Sulfato cérico amoniacal (B, D y E).

6.4.2 Purificacion de la fraccion LoHA-4

Se tomaron 0.5320 g y se adsorbieron en silica gel (2 g), posteriormente se coloran en una
columna de vidrio que contenia 16 gramos de silica gel de fase normal, una vez adaptada la
columna, se hizo para un sistema isocratico preparado con n-hexano y acetato de etilo
(90:10), obteniendo fracciones de 50 ml. El curso de la purificacidon se siguié por CCF,
observando que a partir de la fraccidon 23 se empezd a observar una solo mancha al ser
revelada con sulfato cérico amoniacal y no a la luz ultravioleta, este compuesto se observd
hasta fraccion 38, se continudé obteniendo fracciones (39-47), sin embargo, ya no se
observaron manchas o compuestos, por lo que se decidid terminar la purificacién. Las
fracciones reunidas (23-38) se colocaron en un vial previamente pesado, una vez eliminado

el disolvente observamos un sélido amorfo blanco, se volvié a pesar el vial y se obtuvieron
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346 mg de este sélido (figura 5). 18 mg de este solido se disolvié en cloroformo deuterado

(CDCl3) y se envid para su analisis en RMN.

n-Hex :AcOEt (85:15)

Figura 5. Solido amorfo obtenido del grupo de fracciones LoHA-4

6.4.3 Purificacion de la fraccion LoHA-5

Se tomaron 1.2513 g y se adsorbieron en silica gel (4 g), posteriormente se coloran en una
columna de vidrio que contenia 40 gramos de silica gel de fase normal, una vez adaptada la
columna, se prepard una mezcla con n-hexano: acetato de etilo (95:05), una vez
empaquetada la columna con el extracto se empezé a adicionar la mezcla de disolventes y
se fueron obteniendo fracciones de 50 mL, el sistema utilizado en esta purificacion fue de
gradientes, los cambios en la polaridad del sistema se fue realizando gradualmente en un
porcentaje del 5% cada vez. El curso de la purificacidn se siguié por CCF, observando que a
partir de la fraccidon 37 se empezd a observar una solo mancha al ser revelada con sulfato
cérico amoniacal y no a la luz ultravioleta, este compuesto se observé hasta fraccién 56, se
continud obteniendo fracciones y cuando se obtuvo la fraccién 58 ya no se observé nada
en la cromatoplaca, por lo que se tuvo que aumentar la polaridad en el sistema de elusion,
la polaridad se fue incrementando en un 5% cada vez, cuando se utilizo el sistema n-hexano:
acetato de etilo (70:30%) a partir de la fraccién 83 se volvié a observar una mancha que solo
revelo con el sulfato cérico amoniacal y no con luz UV, sin embargo se quedaba casi en el
punto de aplicacién, por lo que se tuvo que incrementar la polaridad del sistema de elusion

,ahora se utilizé diclorometano: metanol (95:05%), esta mancha se observé hasta la fraccion
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94, las fracciones siguientes solo mostraron una mancha que solo se veia barrida al ser
revelada y en los viales se observaba un liquido viscoso de color amarillo, por lo que se
decidié dar por terminado el trabajo de purificacidn. Las fracciones 37-56 se reunieron en
vial previamente pesado obteniendo 68 mg de un sélido amorfo blanco con clave LoHA-5-
1, asi mismo se realizé el mismo proceso para las fracciones 83-96 la cual se le asigno la
clave LoHA-5-2, (figura 6), en esta ocasidn se obtuvo un sélido amorfo amarillento (42 mg)
que se podia disolver en una mezcla con CH,Cl;: MeOH (90:10). 16 mg de este solido se
disolvio en cloroformo: metanol deuterados (CDCl3:CD30D) y se envié para su analisis en

RMN.

CH2Cl2: MeOH (95:05%)

Figura 6. Solidos obtenidos del grupo de fracciones LoHA-5-1 y LoHA-5-2

Finalmente, de acuerdo con lo observado en CCF en los grupos de fracciones mas polares
LoHA-6, LoHA-7 y LoHA-8, se tomd la decision de reunirlas esto debido a la similitud
mostrada en CCF. Una vez que se reunieron se tomaron solo 3.5 g de este nuevo grupo de
fracciones que se identificd con la clave LoHA- 9 y se trabajé en columna abierta para su

purificacién.
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6.4.4 Purificacion de la fraccion LoHA-9

A 3.5 gramos de este grupo de fracciones se le adicionaron 30 mL de metanol y una vez
humedecido se le adicionaron 5 gramos de silica gel de fase normal, esto con la finalidad de
adsorber la fraccidn en silica, eliminar el disolvente y asi poder manipular mejor el sistema
de gradientes que va a utilizar en su fraccionamiento. La fracciéon adsorbida se colocd en
una columna de vidrio (50 cm de alto y 4 cm de didmetro) previamente empaquetada con
110 gramos de silica gel de fase normal. Se utilizé un sistema de gradientes utilizando n-
hexano: acetona como disolventes organicos, el incremento en el gradiente fue de un 10%
cada vez, las fracciones obtenidas fueron de 100 mL cada una. Cuando se tenia lista la
columna se inicié adicionando el primer sistema que fue n-hexano: acetona (90:10), el
segundo sistema fue n-hexano: acetona (80:20) hasta el sistema n-hexano: acetona (40:60)
y finalmente se utilizé metanol al 100%. Se obtuvieron 70 fracciones, monitoreadas por CCF.
Se agruparon de acuerdo a la similitud observada obteniendo las siguientes reuniones: 1-
31 (43.4 mg, LoHA-9-1), 32-43 (97.3 mg, LoHA-9-2), 44-56 (98.3 mg, LoHA-9-3), 57-61(39.2
mg, LoHA-9-4), 62-65 23.7 mg, LoHA-9-5) y 66-70 (2.852 g, LoHA-9-6). Figura 7. Se tomaron
15.6 mg de las fracciones LoHA-9-2, se disolvieron en metanol deuterado y se enviaron para
su analisis en RMN. Cabe mencionar que las fracciones 66-70, una vez reunidas y eliminado
el disolvente se formé un sélido amorfo amarillento, se intentd disolver para ser analizado
nuevamente por CCF y curiosamente ya no se disolvid, ni con agua, esto no permitié su

analisis.
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Figura 7. Facciones obtenidas del fraccionamiento del grupo LoHA-9

Una vez concluido el analisis cromatografico del extracto hidroalcohdlico (LoHA) se
continuo con el andlisis fitoquimico del extracto obtenido con diclorometano: metanol

(LoDM).

6.5 Fraccionamiento primario del extracto de Diclorometano: metanol (LoDM)

En una columna de vidrio se colocaron 140 g de silica gel fase normal, posteriormente, se
agregaron 4.8596 g del extracto LoDM que habia sido previamente adsorbido en 5 g de silica
gel. Como fase movil se utilizé un gradiente de polaridad ascendente iniciando con una
mezcla de Hexano (Hx): Acetona 80:20, Acetona 100%, Acetona: Metanol (50:50) y
finalmente MeOH 100%. Se obtuvieron 62 fracciones, que fueron reunidas de acuerdo con
la similitud presentada en cromatografia en capa fina (CCF), finalmente se obtuvieron 7

fracciones primarias las cuales se muestran la tabla 6.

Tabla 5. Fraccionamiento primario del extracto diclorometano: metanol (LoDM)

Fraccion Sistema/Gradiente Reuniones (g) Clave
1-5 80:20% Hx:Acetona 1-6 0.6735 LoDM-1
6-10 70:30% Hx:Acetona 8-19 0.0784 LoDM-2
11-17 60:40% Hx:Acetona 20-21 2.4503 LoDM-3*
18 50:50% Hx:Acetona 22-24 0.0657 LoDM-4
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19-31 100% Acetona 25-26 0.7681 LoDM-5

32-40 90:10% Acetona:MeOH 27-31 0.0537 LoDM-6
41-48 80:20% Acetona:MeOH 32-62 0.3256 LoDM-7
49-51 70:30% Acetona:MeOH

52-62 100% MeOH

Este fraccionamiento no permitié obtener fracciones que mostraran en CCF manchas
Unicas, por lo que decidimos intentar una derivatizacién quimica tomando muestra de la
fraccién LoDM-3, esto debido a que fue la que se obtuvo en mayor cantidad y a que en CCF
de fase reversa mostraba una semejanza con las fracciones LoDM-4, LoDM-5 y LoDM-6

(figura 8).

agua : acetonitrilo (80:20)

Figura 8. Cromatografia de fase reversa: LoDM-3 (1), LoDM-4 (2), LoDM-5 (3) y LoDM-6 (6).

6.5.1 Reaccion de acetilacion de LoDM-3

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se pesé 1 g de la fracciéon LoDM-3, al matraz se le
agrego 4 mL de anhidrido acético como agente acilante y 2 mL de N, N-dimetilaminopiridina
como catalizador, se colocd en una parrilla eléctrica a 100° C con agitacién constante por 2
horas, la reaccién se monitoreo por CCF cada 40 min. Después de que se observé de que la
materia prima se habia transformado, se detuvo la agitacidn y se retird de la parrilla, cuando
el crudo de reaccion alcanzo la temperatura ambiente se le adicionaron 10 mL de una

soluciéon de HCl al 10% (esquema 1).
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Esquema 1. Reaccidn propuesta para la acetilacién de la fraccién LoDM-3

Posteriormente se realizd un proceso de extraccidn utilizando 50 mL de acetato de etilo
(por triplicado), la fase organica se concentré a sequedad mediante destilacion a presién
reducida utilizando un rotaevaporador. Obteniendo 1.3856 g de residuo o crudo de
reaccion. Este residuo se purifico por cromatografia en columna utilizando 42 gramos de
SiO2 como fase estacionaria y como fase movil se utilizaron mezclas de disolventes
organicos de polaridad ascendente, iniciando con un sistema de n-hexano (Hx): acetona
95:05 % y se obtuvieron fracciones de 50 mL, en la tabla 7 se observa el resumen de la

purificacién del crudo de reaccidn que identificamos con la clave LoDM-3-Ac.

Tabla 6. Fracciones obtenidas de la purificacién de la fraccion LoDM-3Ac

Fracciones Sistema/gradiente Reuniones g Clave

1-17 95:05% Hx:Acetona 12-17 0.0043 LoDM-3Ac-1
18-32 90:10% Hx:Acetona 18-31 0.0560 LoDM-3Ac-2*
33-43 85:15% Hx:Acetona 32-34 0.0247 LoDM-3Ac-3
44-47 80:20% Hx:Acetona 35-42 0.0207 LoDM-3Ac-4
48-51 70:30% Hx:Acetona 43-47 0.0062 LoDM-3Ac-5
52-55 50:50% Hx:Acetona 49-51 0.0947 LoDM-3Ac-6*
56-58 90:10% DCM:MeOH 52-57 0.0658 LoDM-3Ac-7
59-61 85:15% DCM:MeOH 58 0.1369 LoDM-3Ac-8*
62-64 70:30% DCM:MeOH 59 0.2458 LoDM-3Ac-9
65-68 100% MeOH 60 0.1632 LoDM-3Ac-10

6.5.2 Purificacion de la fraccion LoDM-3Ac-2

En una columna de vidrio empacada con 1.08 g de silica gel como fase estacionaria se
agregaron 40 mg de la fraccidon previamente absorbido en 0.4 g de SiO; fase normal. Se

utilizo un sistema de elusion isocratico con n-hexano: acetona (95:05). Al final se obtuvieron
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11 fracciones las cuales por el analisis de CCF se reunieron por la similitud observada. La

informacion se resume en la tabla 8.

Tabla 7. Purificacion de la fraccion LoDM-3Ac-2

Fraccion Sistema/gradiente Reuniones g Clave
1-11 95:05% Hx: acetona  1-3 0.0150g LoDM-3Ac-
4-8 0.0087 g 2A*
9-11 0.0061 g LoDM-3Ac-
2B*
LoDM-3Ac-2C

Las fracciones LoDM-3Ac-2A y LoDM-3Ac-2B se obtuvieron como sélidos amorfos de color

blanco, ambos son solubles en diclorometano y en cromatografia en capa fina solo

mostraron una sola mancha para la fraccion LoDM-3Ac-2A y en la fraccion LoDM-3Ac-2B se

observan 2 manchas. Cabe mencionar que ambas revelan al irradiar luz ultravioleta a 234

nm (figura 7A), pero no asi, cuando se utiliza como revelador sulfato cérico amoniacal

(figura 9B). Se determiné su punto fusion, para el sélido de la fraccién LoDM-3Ac-2A y fue

de 96-97 °C. Las fracciones LoDM-3Ac-2A (14 mg) y LoDM-3Ac-2B (8.2 mg) se disolvieron en

cloroformo deuterado y se enviaron para su analisis por RMN. Asi mismo, con el resto de

las fracciones se utilizaron para ser analizadas por CG-EM.

Hex:Acetona (90:10)

Figura 9. Contenido quimico en las fracciones LoDM-3Ac-2A y LoDM-3Ac-2B.
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6.5.2.1 Fraccion LoDM-3Ac-6

Esta fraccion se obtuvo como un aceite incoloro y en cromatografia en capa fina se observa
una sola mancha de color café oscuro al ser revelada con sulfato cérico amoniacal (figura
10), y no revela al irradiar luz ultravioleta ni en onda corta (234 nm) ni en onda larga (366

nm). De esta fraccion se tomaron 14 mg de muestra que se disolvié en cloroformo

deuterado y se analizé por RMN.

%

49 50 51

Hex:Acetona (70:30)

Figura 10. Contenido quimico de la fraccién LoDM-3Ac-6

6.5.2.2 Purificacion de la fraccion LoDM-3Ac-8

En una columna empacada con 3 g de silica gel, se agregd 102 mg de la fraccién LoDM-3-8
previamente absorbida en 0.1 gramos de silica gel de fase normal, para la separacion se
utilizdé una fase movil isocratica con n-Hexano: acetona (80:20), colectando fracciones de 5
mL. Se colectaron 40 fracciones y por similitud mostrada en CCF se llevé a cabo reunién de

fracciones, obteniendo finalmente 5 subgrupos de fracciones. En la tabla 9 se resume la

informacién obtenida.

Tabla 8. fracciones obtenida de LoDM-3Ac-8.

Fraccion Sistema/gradiente Reuniones g Clave

1-30 80:20% Hx: Acetona 3-6 0.0182 LoDM-3Ac-8A*
7-9 0.0061 LoDM-3Ac-8B*
10-22 0.0143 LoDM-3Ac-8C*
23-32 0.0106 LoDM-3Ac-8D

31-40 100% AcOEt 33-40 0.0126 LoDM-3Ac-8E
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El monitoreo por CCF de la purificacion de fraccién LoDM-3Ac-8, permitié observar
subfracciones que mostraron la presencia de una sola mancha, esto permitié seleccionar
para su posterior analisis por CG-EM y RMN a las subfracciones con clave LoDM-3Ac-8A,

LoDM3Ac-8B y LoDM3Ac-8C (figura 11).

Hex:Acetona (75:25)

Figura 11. CCF de las subfracciones LoDM-3Ac-8A, LoDM-3Ac-8B y LoDM-3Ac-8C. A) Luz UV onda
larga (366 nm); B) Luz UV onda corta (234 nm) y C) Revelador sulfato cérico amoniacal

6.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para la cuantificacion de la susceptibilidad in vitro de las bacterias ante un agente
antimicrobiano se utilizan diversas técnicas, habitualmente se usan los métodos de dilucidn,
en los cuales se determina la concentracion minima inhibitoria (CMI) la cual es definida
como la concentracidn mas baja de un agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacion
y/o crecimiento de un determinado microorganismo de forma visible. En los resultados que
se obtienen se pueden interpretar como susceptibles, intermedios o resistentes usando los
criterios interpretativos del subcomité de ensayos de susceptibilidad de NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards), empleando concentraciones conocidas de

bacterias y diluciones especificas del agente antimicrobiano.

Las pruebas de CMI se pueden realizar en métodos de dilucién utilizando caldo o medios de

agar, pero la técnica de microdilucidn en caldo es el método recomendado por la NCCLS.”?
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6.6.1 Microdilucion en caldo

La técnica de microdilucion en caldo es un método util para determinar la CMI en un gran
numero de muestras, ademas, de presentar una gran ventaja sobre el método de difusion,
debido a la sensibilidad y empleo de cantidades pequefias, también permite la
diferenciacién de un efecto bactericida o efecto bariostatico.’? Esta prueba consiste en la
preparacion placas (de 96 pocillos), con caldo Miiller Hinton con el agente antibacteriano
(extracto, fracciones o compuestos puros) en distintas concentraciones, donde
posteriormente, se inoculan con una suspensién estandarizada del microorganismo de
estudio (el cual se prepara 24 horas antes), usando una celdilla como control positivo (caldo
coninéculo), otra como control negativo (sélo caldo), los cuales después se incuban durante
24 h, lo que nos permite detectar si hay una inhibicién o si hay desarrollo del microrganismo

en la suspension mediante la valoracién de la turbidez del medio (figura 12).7%76

El método de microdilucién en caldo que se empled, se encuentra en el documento M100S
Performance Standars for Antimicrobial Susceptibility Testing del Laboratory Standars
Institute para las pruebas de microdilucion en caldo para bacterias,’*y fue realizado en el
Laboratorio No. 5 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos, y la persona encargada de realizar las evaluaciones bilégicas es la Dra. Maria

Crystal Columba-Palomares.
Las cepas bacterianas empleadas para este estudio se muestran a continuacion:

Escherichia coli ATCC 8739

Streptococcus pyogenes* ATCC 19615

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus (oxacilin-meticilin resistente) ATCC 43300
Pseudomonas aeruginosa ATCC Caso clinico

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Como control positivo se utilizd Gentamicina (PISA®) con un factor de dilucién de 0.002, y
evaluado en concentraciones desde 40 pg/mL, a 0.15 pg/mL.
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Las fracciones evaluadas fueron:
- Extracto LoHA

- LoHA-3

- LoHA-6

- LoHA-8

- LoDM-3

Las concentraciones evaluadas fueron de 500 pg/mL hasta 3.9 ug/mL.

Inéculo

microorganismo

Ajuste al tubo de nefelometro Medio en caldo Miller Hinton

McFarland (1.5x10* UFC/mL)
(Concentracion final Sx10° UFC/mL) \

Extracto o fracciones 3
~ Ve Incubar a
9
Control de esterilidad
Control positivo S Control de esterilidad (8lanco)
(Gentamicina, 40- ° 3 | Control Positivo solo con medio de cultivo
015 \ (Antibacteriano)
el ° Control de crecimiento: Medio
I Duolicados de cultivo + inoculo
. microonganismo
o)(e) (o o) () () (o ) o) (e Concentraciones evaluadas:
S00 pg/ml a 3.9 pug/miL
o

Figura 12. Desarrollo de la prueba de microdilucién en caldo

El crecimiento en cada uno de los pozos se comparé visualmente con el control de
crecimiento (sin el agente antimicrobiano), y se analizaron obteniendo sus absorbancias en

el nefeldmetro de McFarland (absorbancia de 0.08-0.12 a 625 nm)

El % de inhibicidn se determiné mediante la siguiente formula:

AC — AM

100 = % Inhibicid
C x100 = % Inhibiciéon

Donde:

AC=Absorbancia Control de Crecimiento
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AM= Absorbancia Muestra
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados experimentales, asi como el andlisis o discusion de estos se irdn describiendo

de acuerdo con el orden que se tiene en la seccién 6.

7.1 Estudio fitoquimico de Ludwigia octovalvis

Como ya se menciond en la parte experimental 6.3, se obtuvo un extracto hidroalcohdlico
(LoHA) y uno con diclorometano: metanol (LoDM) y se analizaron sus componentes de
forma independiente los primeros resultados que se presentaran son los obtenidos para el

extracto hidroalcohdlico (LoHA).

7.1.1 Analisis de CG-EM de LoHA-2

De la fraccién LoHA-2 (tabla 3), se tomaron 2.8 mg y se disolvieron en diclorometano (0.5
mL), se colocd en un vial especial para ser inyectada en el cromatdgrafo de gases, la
identidad de los compuestos fue establecida por comparacion de sus patrones de

fragmentacion, de acuerdo con la base de datos NIST 17a.

Del cromatograma 1 se seleccionaron los picos de mayor abundancia, de acuerdo con los
datos de la biblioteca del equipo, esta fraccidn estd constituida por 5 compuestos
principales (figura 13), una cetona hidrocarbonada (19, RT=17.758 min. A=11.42 %), tres
ésteres de acido grasos (20, RT=19.229 min., A=15.47 %), (21, RT=20.779 min., A=8.09 %),
(22, RT= 20.884 min., A= 19.20 %) y Fitanodiona también conocida como vitamina K1 (23,
RT=36.189 min., A= 18.78 %).
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Cromatograma 1. Contenido quimico de la fraccién LoHA-2

Tabla 9. Compuestos identificados por CG-EM en la fraccién LoHA-2

Compuesto RT (min) m/z (M*) Abundancia (%)
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (19) 17.758 250 11.42
Palmitato de etilo (20) 19.229 284.3 15.47
Linoleato de etilo (21) 20.779 308.3 8.09
9,12,15-octadecatrienoato de etilo (Z, Z, Z) (22) 20.884 306.3 19.20
Fitonadiona (23) 36.189 225.1 18.78
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Figura 13. Compuestos identificados en la fraccién LoHA-2.
Cabe mencionar, que del trabajo fitoquimico realizado encontramos que la mayoria de los
compuestos identificados ya han sido reportados en otras especies, lo que resaltaremos de
ellos son las evaluaciones bioldgicas que se encuentran reportadas. Para el caso del
palmitato de etilo (20), se ha reportado actividad antiinflamatoria’’, el linoleato de etilo
(21) se le atribuye actividad antibacteriana y es utilizado para el tratamiento del acné ,’87°
mientras que 9,12,15-octadecatrienoato de etilo (Z, Z, Z) (22) se le atribuyen actividades
antibacterianas y antioxidadentes.8-82 Mientras que la fitanodiona (23), mejor conocida

como vitamina K1, es utilizada para la coagulacién de la sangre.®3

7.1.2 Analisis del contenido quimico de la fraccion LoHA-3

De acuerdo con seccion experimental 6.4.1., se eligieron para su andlisis mediante CG-EM,
las subfracciones LoHA-3-2, LoHA-3-3, LoHA-3-4 y LoHA-3-5. Se tomaron muestras (2-3 mg)
de cada subfraccion y se disolvieron en 0.5 mL de diclorometano. El analisis de los

cromatogramas y el contenido quimico de cada una de ellas se muestran a continuacion.

7.1.3 Analisis de la Subfraccion LoHA-3-2

El cromatograma 2, obtenido para la subfraccion LoHA-3-2, muestra al menos 5
componentes mayoritarios, al analizar cada uno de los picos encontramos que solo el

compuesto con RT=13.09 estaba de acuerdo con lo observado en CCF (figura 4A), los demas
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picos correspondes a esteres hidrocarbonados. El compuesto principal identificado es el

1,2,3-bencenotriol (24).

Abundance
x10v]

oo 4 “

HO OH
OH

1,2,3-bencenotriol (24)

! (WY I

7 8B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 32 33 24 25 26 X7 & X9 30 31 33 33 34 3% 3% 37 38 39 40 41 a2

Time

Cromatograma 2. Componente principal identificado en la subfraccion LoHA-3-2

El 1,2,3-bencenotriol (24) cominmente llamado pirogalol es un compuesto de la familia de
los fenoles el cual ha demostrado tener propiedades antioxidantes, antimicrobianas contra
bacterias Gram negativas y positivas.84# Ha sido objeto de estudio y se ha encontrado que

es efectivo como agente preventivo con baja toxicidad contra el cancer de colon.86-87

7.1.4 Analisis de la Subfraccion LoHA-3-3

El cromatograma 3 obtenido para la fraccion LoHA-3-2 muestra 4 componentes principales,
en la tabla 11, se muestran los tiempos de retencion, peso molecular y su abundancia. Las

estructuras para los componentes principales se ilustran en la figura 14.
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Cromatograma 3. Obtenido de la fraccién LoHA-3-2 analizada por CG-EM.

Tabla 10. Compuestos identificados en la subfraccién LoHA-3-3

Compuesto RT(min) (M+) m/z  Abundancia (%)
Loliolida (25) 17.278 196.1 4.19

acido palmitoleico (26) 24.080 236.2 9.39
Hexadecanoato de 2-dietil éster (27) 24.287 313.3 15.85
2-monolinoleina (28) 27.453 368.3 46.03
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Figura 14. Estructura de los compuestos identificados en la subfraccion LoHA-3-3

Loliolida (25) es un compuesto que ha demostrado ser un repelente natural, se ha reportado
su actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Neisseria gonorrhoeae, ademas se le ha atribuido actividad antioxidante, anti-flngica,

anti-cancer, y como un inhibidor de la entrada del virus de la hepatitis C. 889!

El acido palmitoleico (26) es un acido graso comun, el cual tiene funciones con el cuidado
de la piel y mucosas, mientras que el compuesto (27), tiene reportes de tener actividad
contra Chromobacterium violaceum,®? y el compuesto (28) conocido cominmente como 2-
monolinoleina, tiene reportes de ser hipocolesterolémico, hepatoprotector, presentar

actividad antioxidante, antiacné, pesticida, y utilizado como saborizante.?

7.1.4.1 Andlisis de la subfraccion LoHA-3-4

El cromatograma 4 obtenido por CG-EM de la fraccion LoHA-3-4 muestra 7 compuestos
mayoritarios, en la tabla 12 se resume la informacidn obtenida para cada compuesto y en

la figura 15 se muestran sus estructuras.
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Cromatograma 4. Obtenido para la subfraccién LoHA-3-4

Tabla 11. Compuestos identificados en la fraccién LoHA-3-3 analizada

Compuesto RT (min) m/z (M*) Abundancia %
2-pentadecanona, 6,10,14-trimetil (19) 17.712 268.3 3.09
Palmitato de etilo (20) 19.183 284.3 6.20

Fitol (29) 20.332 278.3 3.44

Linoleato de etilo (21) 20.759 308.3 2.36
9,12,15-octadecatrienoato de etilo (Z,Z, Z) 20.838 306.3 10.18

(22)

a-Tocospiro B (30) 29.312 462.4 14.07
a-Tocospiro A (31) 29.594 462.4 12.82
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Figura 15. Compuestos identificados en la subfraccién LoHA-3-4,

El a- tocospiro B (30) y el a- tocospiro A (31), son compuestos que han demostrado tener la
capacidad para la inhibicién de la a-glucosidasa, °*°> mientras que el fitol (29), es un
diterpeno miembro de los alcoholes aciclicos insaturados de cadena larga, el cual ha sido
ampliamente estudiado y al que se le atribuyen una amplia gama de efectos bioldgicos,
entre los cuales se encuentran actividad antioxidante, antimicrobiana, actividad citotoxica,
antiinflamatorio, inhibidor de la a-glucosidasa, también se le atribuyen efectos ansioliticos

y anticonvulsivos. 26-101

7.1.4.2 Analisis de la fraccion LoHA-3-5

De la fraccién con clave LoHA-3-5 se obtuvo el cromatograma 5, el cual muestra 6 picos
principales, dos de ellos, los mas abundantes, son un esterol (33) y el segundo es un

derivado del tocoferol (32) lo anterior se resume en la tabla 13 y figura 16.
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Cromatograma 5. Obtenido para la fraccion LoHA-3-5 analizada por CG-EM

Tabla 12. Compuestos identificados en la fraccion LoHA-3-5 analizada por CG-EM

Compuesto RT (min) m/z (M*) Abundancia (%)
2-pentadecanona, 6,10,14-trimetil (19) 17.725 268.3 9.40

Fitol (29) 20.339 278.3 2.76
a-Tocospiro B (30) 29.562 262.4 2.14
a-Tocospiro A (31) 32.062 446.4 4.87
a-tocoferolquinona (32) 32.872 446.4 21.02
y-sitosterol (33) 35.808 414.4 29.08
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Figura 16. Estructuras de los compuestos identificados en la subfracciéon LoHA-3-5

y sitosterol (33) es un esterol del cual se tienen reportes sobre la actividad antidiabética y
su actividad como agente hipolipidemiante, 19219 mientras que la a tocoferolquinona (32)
se le ha atribuido actividad antioxidante,°® aunque no se ha reportado sobre su actividad

antimicrobiana.

7.1.5 Analisis del contenido quimico de la fraccion LoHA-4

El sélido amorfo obtenido en la seccion 6.4.2., se analizé por RMN, se obtuvieron los
espectros de H y 13C, el anélisis de sus datos permitieron establecer que trataba de un
compuesto de tipo esteroidal y se identific6 como B-sitosterol (34). Este compuesto se
encuentra con mucha frecuencia en diferentes especies, en el laboratorio en donde realicé
mi trabajo de tesis se encuentra una muestra, la cual se utiliza como referencia y por
cromatografia se pensdé en primera instancia en este compuesto, sin embargo, se
obtuvieron los espectros de H y 3C para corroborar que se trataba del mismo compuesto.
Las sefiales que caracterizan a este esterol son la sefial base de oxigeno, entre 3y 4 ppmy
s entre 5y 5.2 ppm para vinilos, esto para hidrogeno y para carbono entre 120 y 140 ppm

para carbonos sp2 y para el base de oxigeno ente 75-80 ppm (figura 17).
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Figura 17. Sefales de RMN de *H, 3C (200 y 50 MHz, CDCls) del compuesto (34)

7.1.6 Analisis del contenido quimico de la fraccion LoHA-5

El andlisis de los datos obtenidos por RMN H y *3C (figura 18) para el sélido amorfo descrito
en la seccién 6.4.3., a diferencia del compuesto (34), presenté varias sefales en la region
base de oxigeno, ademas de estas, se observa una sefial doble en 4.31 ppm (J= 7.5 Hz) que
corresponde a un acoplamiento Haxia-Haxial Y €n 102 ppm, estas sefales son caracteristicas
de una B-D-glucopiranosa. Estas sefiales indican que se trata de glucésido de B-sitosterol

(35).
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Figura 18. Sefiales de RMN de H, *C (500 y 125 MHz, CDCl5:CDs0D) del compuesto (35)

El B-sitosterol (34) y su glucdsido (35) son compuestos de la familia de los esteroles que ha
demostrado tener la capacidad antiinflamatoria, antipirético, antimutagénico, y regulador

de glucosa en sangre, aunque no se ha reportado sobre su actividad antimicrobiana.0?, 108

7.1.7 Analisis del contenido quimico de la fraccion LoHA-9

Con la finalidad de obtener fracciones de menor complejidad, se procedié a purificar la
fraccién LoHA-9, de este trabajo cromatografico se eligié la subfraccién LoHA-9-2, como ya
se menciond en la seccién 6.4.4. De esta muestra se obtuvieron espectros de RMN de *Hy
13C y HSQC. El espectro de 'H muestra varias sefiales entre 3 y 4 partes por millén (ppm)
caracteristicas de hidrogeno base de oxigeno de azlcares, las sefiales dobles observadas en
6 5.11 (1H, J= 3.7 Hz) y 6 4.48 (1H, J= 7.8 Hz), indican que al menos se encuentran 2
moléculas de azlcar, asi mismo se observan varias sefiales entre § 6.1 y & 7.5 que
corresponden a hidrégenos de sistemas aromaticos, lo que permite suponer que la
subfraccidon LoHA-9-2 contiene como compuestos minoritarios compuestos de tipo fendlico
y como componentes mayoritarios azUcares. Para esta fraccidn no fue posible llevar a cabo
una buena separacion, aunque en CCF no se ve una mancha tan compleja, la RMN nos indica
gue existen al menos 5 componentes que interaccionan entre si, y que al menos en silica de

fase normal no es posible separar. Solo mostrare el espectro de HSQC (figura 19), ya que en
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él se puede observar tanto las sefales de hidrégenos, y carbono trece con una correlacion

a un enlace.
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Figura 19. Espectro HSQC (500 MHz, CDs0OD) de la subfraccién LoHA-9-2

Con el andlisis de la subfracciéon LoHA-9-2 se concluye el trabajo fitoquimico realizado al
extracto hidroalcohélico, por lo que ahora se describirdn brevemente el analisis de los

resultados obtenidos para el extracto de diclorometano: metanol (LoDM).

7.2 Resultados obtenidos del extracto de Diclorometano: metanol (LoDM)

De acuerdo con lo descrito en la parte experimental, del extracto LoDM, se obtuvieron 7
grupos de fracciones, de estas fracciones se eligié la fraccion LoDM-3 para ser sometida a
una derivatizacién quimica, esto debido a que en CCF se observaron manchas muy pegadas,
aun utilizando CCF de fase reversa. La derivatizacion quimica que se decidio realizar, fue
una reaccion de esterificacion, esto debido a que en CCF normal aparecia una mancha café

al ser revelada con sulfato cérico amoniacal y no revelaba al irradiar Luz UV. El crudo de
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reaccidon obtenido se purificd por cromatografia en columna obteniendo 10 subgrupos de
fracciones, de las cuales las fracciones LoDM-3Ac-2, LoDM-3Ac-6 y LoDM-3Ac-8 se eligieron

para ser analizadas, los resultados obtenidos se describen a continuacion.

7.2.1 Purificacion de la fraccion LoDM-3Ac-2

Esta fraccion se sometié nuevamente a un proceso de purificacién y como ya se describié
en la seccién 6.5.2, se obtuvieron 3 subfracciones, de estos se eligieron las subfracciones
LoDM3Ac-2A y LoDM3AC-2B para ser analizadas por RMN y CG-EM. El sélido obtenido en
la subfraccidn LoDM3Ac-2A, se envié a RMN. El espectro de RMN de 'H solo mostro 4
sefiales, una sefal en § 7.26 corresponde al cloroformo deuterado, en &4 :5.93 (q, / = 0.8
Hz, 1H), 2.65 (s, 3H) y 2.26 (d, J=0.9 Hz, 3H). En el espectro de carbono se observan 8 sefales
en &c¢: 205.40, 181.23, 169.21, 161.36, 101.58, 100.01, 30.19 y 20.83 y que de acuerdo con
el experimento dept, a su desplazamiento quimico y a la correlacion heteronuclear C-H, se
determina que uno es metino, dos son metilos y cinco son carbonos cuaternarios. Con base
a esta informaciéon y a la obtenida mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (figura 20, tabla 14) se establecié que se trata del compuesto
identificado como: acido dehidroacético (36). Los espectros de H, 3C, DEPT y HSQC se

encuentran en la seccién de anexos o material suplementario (espectros 1-4).

21 243 R

Acido dehidroacético (36)

Figura 20. Cromatograma obtenido para la subfraccion LoDM3Ac-22
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Tabla 13. Compuesto identificado en la subfraccién LoDM3-Ac-2A analizada por CG-EM

Compuesto RT (min) m/z (M*) Abundancia %

Acido dehidroacético (36) 12.483 168.1 96.33%

El dcido dehidroacético (abreviado en la literatura quimica como DHA) es un fungicida y
bactericida empleado en cosmética y en la industria alimentaria como aditivo conservante.
Por regla general aparece bajo la denominacién codificada E 265.1%° Como es
biodegradable, este producto quimico no representa un problema para el medio ambiente,
y los riesgos para la salud son bastante bajos. Sin embargo, el compuesto estd prohibido en
aerosoles. La molécula del acido dehidroacético es de tipo pirona. Se emplea como

conservante de algunos encurtidos, como los pepinillos.1*?

Ademas, este compuesto tiene grupos funcionales reactivos y puede servir como reactivo
en la sintesis organica.l'"11 Schiff bases derivadas del &cido dehidroacético y
fenilendiaminas tienen un gran potencial como compuestos bioactivos, complejos de
guelatos con ligandos de base de Schiff han encontrado aplicaciones en la terapia
antibacteriana basado en la capacidad de escisién selectiva del ADN,'> imdagenes

116y catdlisis.'” También se informd que se usaban en reacciones de

cerebrales
polimerizacién, como biosensor y como quelante ligandos para la coordinacién de cationes

de metales de transicion. 118119

El sélido obtenido en la subfraccion LoDM3Ac-2B se envid para su andlisis por CG-EM vy
RMN. Lo observado en CCF se ve reflejado en el cromatograma de Gases, se observan 3
picos, los 2 mds abundantes se identificaron por comparacidn con datos de la biblioteca del
equipo NIST 17a (figura 21, tabla 15). Los espectros de RMN de *H, 3C, DEPT y HSQC se

encuentran en la seccién de anexos (espectros 5-8).
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Figura 21. Cromatograma obtenido para la subfraccion LoDM3Ac-2B

Tabla 14. Compuesto identificado en la subfraccién LoDM-3Ac-2B analizada por CG-EM

Compuesto RT (min) m/z (M*) Abundancia %
Acido dehidroacético (36) 12.496 168.1 63.95%
2,6-dimetil-3,5-diacetil-4H- 15.104 193.1 23.81%

piran-4-ona (37)

7.2.2 Analisis de la fraccion LoDM-3Ac-6

Se analizé la fraccion LoDM-3Ac-6, primeramente, por RMN, obteniendo un espectro de H
y 13C (figura 22), lo que en ellos se observo es que se trataba de una mezcla de azlcares per-
acetilados, un poco dificil de separar, por lo que se decido tomar muestra (3.2 mg) y enviarla

para su analisis en CG-EM.
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Figura 22. Espectros de RMN de 'H y 3C de la fraccién LoDM-3Ac-6

Una vez obtenido el cromatograma de gases acoplada a espectrometria de masas
(cromatograma 6, tabla 16), se analizaron los picos mds abundantes y por comparacién

con la biblioteca del equipo (NIST 17a) se identificaron los compuestos que se muestran

en la figura 23.

52



Abundance
x107
21

2

1.7
1.6
1.5
14
1.3
1.2
1.1
1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
04
0.3
0.2
0.1
0

& PR
\ 20.411
19.

19 38 T —3p 18198 8”1 a2
18 __/4'19 W20s57 «—
40

Time

Cromatograma 6. Cromatograma de la fraccion LoDM-3Ac-6

Tabla 15. Compuestos identificados en la fraccién LoDM-3Ac-6 analizada por CG-EM

Compuesto RT (min) m/z M* Abundancia %
D-Xilitol-pentaacetilado,2,3,4,5-penta- 18.198 289.1 9.98
O-acetil (38)
D-glucosa-2,3,4,5,6-pentaacetato (39) 19.899 331.1 10.58
D-manosa pentaacetilada (40) 19. 767 389.1 9.86
Myo-inositol hexaacetato (41) 20.411 289.1 10.49
D-glucitol hexaacetato (42) 20.457 375.2 5.41
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Figura 23. Compuestos identificados en la fraccién LoDM-3Ac-6

El D-xilitol (38), es un poliol de 5 carbonos (alcohol de azucar), que se encuentra en frutas y
plantas, y es utilizado ampliamente en la industria como sustituto en la dieta para personas
con deficiencia de insulina, también se le atribuyen actividades anticancerigenas, y
remineralizacidn, por lo cual es utilizado en la odontologia, ademds de que puede ayudar a
prevenir infecciones en vias repiratorias. *2° La D-manosa (40), es un monosacarido, usado
como un suplemento dietético influenciando la contribucién de gliconutrientes en la salud,
ademas es un metabolito de interés industrial por sus propiedades, entre las que se
encuentra su actividad para tratar o prevenir las infecciones en vias urinarias, inhibiendo la
adhesion de las bacterias a las células uroepiteliales.?*123 El mio-inositol (41), es un
compuesto ciclico polihidroxilado, que ha demostrado poseer actividades regulatorias de la

glucosa en sangre.'?*

7.2.3 Purificacion de la fraccion LoDM-3Ac-8

De la fraccién LoDM3Ac-8, sometida a proceso de purificacién se obtuvieron 5 subgrupos
de fracciones que se identificaron con las claves LoDM-3Ac-8A, LoDM-3Ac-8B, LoDM-3Ac-
8C, LoDM-3Ac-8D y LoDM-3Ac-8E. De estas fracciones se determiné solamente analizar las
subfracciones LoDM-3Ac-8A, LoDM-3Ac-8B y LoDM-3Ac-8C, y se obtuvieron los siguientes

resultados:
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7.2.3.1 Analisis de la subfraccion LoDM-3Ac-8A

De esta fraccion se obtuvo un sélido, soluble en diclorometano y en CCF se observé una sola
mancha fosforescente al irradiar luz ultravioleta (366 nm). Al analizar el espectro de RMN
de hidrdgeno y carbono trece se observaron las siguientes sefiales; RMN de 'H (600 MHz,
CDCls3) 6:8.51 (d, J=5.7 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 6.48 (d, J =
9.8 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H). RMN de 3C (151 MHz, CDCI3) 6: 160.00, 159.23, 157.91, 151.15,
139.97, 117.48, 113.83, 110.27, 21.54. El analisis de estas sefales llevo a asignar las dos
sefiales dobles con constantes de acoplamiento de 9.8 Hz a 2 hidrégenos de un doble enlace
que se estaban acoplando, guardando una geometria cis; asi mismo, la sefial simple a campo
alto que integra para tres hidrégenos y que por su desplazamiento quimico a § 2.75, se
encuentra dezplazada a campo mas bajo de lo habitual para grupos metilos, se considerd
gue esta unido a un sistema aromatico. Las dos sefiales dobles restantes, se habia pensado
que podrian ser de 2 hidrégenos de un benceno que guardaban una relacién 1,2 o de tipo
orto, sin embargo, el valor de sus constantes de acoplamiento no estaba de acuerdo con los
valores reportados para acoplamientos de tipo orto de un benceno. Se revisd en la literatura
estos valores de constantes de acoplamiento y encontramos que se trataba de un
heterociclo, en este caso de piridina, esto de alguna forma coincidia con lo observado en
CCF, que la mancha era fosforescente en onda larga, lo cual no es comun cuando el anillo
no es benceno. Estos datos junto a los de carbono trece, asi como los bidimensionales
heteronucleares HSQC y HMBC permitieron identificar al compuesto con el nombre de 5-
metil-2H-pirano[3,2-c] piridin-2-ona (43), esto de acuerdo con las siglas de la IUPAC. Cabe
mencionar que este compuesto no se encontré reportado en la literatura, por lo que
consideramos que es un producto natural nuevo reportado por primera vez en la especie
Ludwigia octovalvis. El espectro de masas de alta resolucidn, este dato respalda la
propuesta estructural para este compuesto. Solo mostraremos el espectro de hidrogeno en
este apartado (figura 23) y EM-FAB+ alta resolucién (figura 25), los espectros de 3C, HSQC,
HMBC (espectros 9-11).
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Figura 25. espectrometria de masas-masas FAB + y alta resolucion del compuesto (43)

7.2.3.2 Analisis de la subfraccion LoDM-3Ac-8B

De esta fraccién se prepard una muestra (2.1 mg) disuelta en cloroformo y se envié para su

analisis por CG/EM, lo que se pensé en un principio, de acuerdo con lo observado en CCF,
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que la subfraccion LoDM-3Ac-8B contenia un solo, el cromatograma mostro que habia

varios picos, dos de ellos abundantes (figura 26).
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Figura 26. Cromatograma obtenido para la subfraccion LoDM3Ac-8B.

Se analizd y se compararon los datos experimentales obtenidos con los de la biblioteca del
equipo, estos resultados dieron informacién importante sobre la identidad estructural de

estos picos o compuestos (tabla 17, figura 27).

Tabla 16. Compuestos identificados en la fraccion LoDM-3Ac-8B analizada por CG-EM

Compuesto RT (min) m/zM*  Abundancia %
7-(dietilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) 21.068 231.1 56.51
4,7-dimetil-2H,5H-pirano[4,3-b] piran-2,5-diona (45) 17.429 192.1 27.49
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Figura 27. Compuestos identificados en la subfraccion LoDM3Ac-8B

De esta fraccién fue posible obtener un espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls), y
efectivamente se observan sefiales al menos para dos compuestos, al analizar cada una de
las sefiales se pudieron encontrar las sefiales correspondientes al compuesto (45), sin
embargo, para el compuesto (44), no se encontraron las sefales del benceno que muestra
la estructura del compuesto que se encuentra en la biblioteca el equipo. Las sefiales que
muestra el espectro de RMN de H, corresponden a un benceno tetrasustituido, en donde
los dos hidrégenos se encuentran en carbonos adyacentes, ademas de estas hay 2 seiales
dobles adicionales que muestran una constante de acoplamiento caracteristica de
hidrégenos vinilicos con geometria cis. La propuesta estructural para el compuesto (44) en

base a los datos de RMN de *H, se ilustra en la figura 28.

Desafortunadamente no fue posible obtener en forma pura la fraccion LoDM-3Ac-8B, se
intentd purificar por cromatografia en placa preparativa, pero debido a que la cantidad era
muy poca, se perdié parte de la muestra y lo poco que se obtuvo (3.2 mg) no estd pura, esto

lo pudimos establecer, obteniendo nuevamente el cromatograma de CG-EM.
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Figura 28. RMN de 'H (600 MHz, CDCls) de la subfraccién LoDM-3Ac-8B

7.2.3.3 Andlisis de la subfraccion LoDM3Ac-8C

De esta subfraccidon se obtuvo el cromatograma de gases-masas (CG-EM), se observa un
pico abundante y por comparacidn con lo descrito en la biblioteca encontramos
nuevamente que se trataba del compuesto (45). La identidad estructural se pudo establecer
inequivocamente por RMN de H y HSQC, los cuales se encuentran en la seccién de anexos
(espectros 13 y 14). Asi mismo, se obtuvieron las masas-masas de alta resolucion y los
experimentos de infrarrojo, lo cual apoya la identificacion del compuesto como: 4,7-dimetil-
2H,5H-pirano[4,3-b] piran-2,5-diona (45). Solo mostraremos en esta secciéon los datos

obtenidos de Masas-Masas (Figura 29).
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Figura 29. espectrometria de Masas-Masas FAB + y alta resolucion del compuesto (45)

cabe mencionar que este nombre estd de acuerdo con lo que describe el programa
ChemDraw, para los compuestos (43), (44) y (45). También es importante mencionar que
ningunos de estos compuestos se encontraron reportados en la literatura como productos
naturales en ninguna especie vegetal, por lo que, de ser asi, hemos decidido para una
posible publicacion identificarlos con el nombre de la especie, como: Ludwiginia A (43),

Ludwiginia B (44) y Ludwiginia C (45).

7.3 Evaluacion de actividad antimicrobiana

La evaluacidn antimicrobiana se realizé en el laboratorio de la Facultad de Farmacia en
colaboracién con la facultad de quimica, la persona encargada de supervisar la evaluacion
fue la Dra. Cristal Columba Palomares. Las cepas bacterianas empleadas fueron: Escherichia
coli (ATCC 8739), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Staphylococcus aureus (oxacilin-meticilin resistente) (ATCC 43300), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC Caso clinico) y Salmonella typhimurium (ATCC 14028) Como ya se
menciond en la seccién 6.6.1., las fracciones evaluadas fueron: El extracto hidroalcohdlico

(LoHA) y las fracciones LoHA-3, LoHA-6, LoHA-8 y LoDM-3 (tabla 18).
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Tabla 17. Cepas bacterianas utilizadas, extracto y fracciones evaluadas

Bacteria ATCC Tincién de Gram

Escherichia coli 8739 Megativa
Streptococcus pyogenes™ 19615 Positiva
Staphylococeus aureus 6538 Positiva
Staphylococeus aureus (oxacilin- 43300 Positiva
meticilin resistente)

Preudomonas aeruginosa C.C Megativa
Salmonella typhimurium 14028 Megativa

C.C= Caso clinico

Lh B Facutad de Quimica
*Cepario Facultad de Quimica, Omrnart & gl
Departamento de Biologia de la UNAM e

RESULTADOS PRELIMINARES DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Especie Extracto/ CMI (ug/mL)
vegetal Fracciones E colf 5 pyogenes R aeruginosa 5. aureus 5 K. aureus
Hptmurium FARM
Extracto LoHA SA A 500 62.5 SA 62.5
LoHA-3 SA SA 500 62.5 SA 62.5
LoHA-& SA A 500 SA SA SA
LoHA-8 SA SA 250 SA SA S5A
LoDM-3 SA A A 3.2 SA 31.2
Gentamicina =062 2.5 0.62 <0.62 <0.62 20

SA= Sin Actividad a las concentraciones probadas

Como se puede apreciar en la tabla de resultados preliminares de actividad antimicrobiana,

solo la fraccion obtenida del extracto de diclorometano: metanol identificada con la clave
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LoDM-3 mostré un efecto significativo frente a las cepas bacterianas Staphyilococcus aureus
(ATCC 6538) y Staphyilococcus aureus (ATCC 43300), de esta fraccion se identificaron 10

compuestos (figura 30).
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Figura 30. Compuestos identificados en la fraccion LoDM-3

Por cuestiones de tiempo, en algunos casos la concentracidn y a la disponibilidad de las
cepas bacterianas no fue posible evaluar los compuestos puros (36-45), y con estas
evaluaciones poder establecer la participacién de cada uno de estos en el efecto
antibacteriano mostrado por la fraccidn de la cual fueron aislados. Ademas del compuesto
(36), consideramos que el compuesto (43) puede mostrar un efecto antibacteriano, esto
debido a la similitud estructural con un farmaco utilizado en infecciones en vias urinarias

conocido como Pirifur, uno de los componentes de este farmaco es el acido nalidixico.
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8. Conclusiones

La extraccién con disolventes de polaridad creciente influyd en el contenido quimico y en
los resultados de la evaluacidn antimicrobiana, ya que, en el extracto hidroalcohélico (LoHA)
se obtuvo en mayor concentracion compuestos polihidroxilados y eso pudo haber influido
sobre los compuestos minoritarios como: el 1,2,3-bencenotriol (24), Loliolida (25) y fitol
(29), de los cuales existen reportes sobre su actividad antimicrobiana. Por otro lado, del
extracto de diclorometano:metanol (LoDM), se identificaron el Acido dehidroacético (36),
(44), 2,6-dimetil-3,5-diacetil-4H-piran-4-ona (37), 5-metil-2H-pirano[3,2-c] piridin-2-ona
(43), 7-(dietilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) y 4,7-dimetil-2H,5H-pirano([4,3-b]
piran-2,5-diona (45). Los resultados obtenidos de la evaluacidén antimicrobiana revelaron
que el extracto hidroalcohdlico (LoHA), la fraccidn LoHA-3 y el extracto de diclorometano:
metanol (LoDM) mostraron inhibicion frente a bacterias Gram-positivas Staphylococcus
aureus ATCC 6538 y Staphylococcus aureus ATCC 43300 a valores de MIC de 62.5 pg/mly
31.2 ug/ml respectivamente. Cabe resaltar que es el primer reporte de estos compuestos
en una especie vegetal, y destacar, sobre todo, que los compuestos (43-45), es el primer

reporte sobre su existencia.
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9. Perspectivas

* Trabajar nuevamente con material vegetal, que nos permita contar con una mayor
concentracién de los extractos LoHA y LoDM.

* Purificar los extractos LoHA y LoDM, con la finalidad de obtener en mayor concentracion
los compuestos: El 1,2,3-bencenotriol (24), Loliolida (25), acido dehidroacético (36), 2,6-
dimetil-3,5-diacetil-4H-piran-4-ona (37), 5-metil-2H-pirano[3,2-c] piridin-2-ona (43), 7-
(dietilamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona (44) y 4,7-dimetil-2H,5H-pirano[4,3-b] piran-2,5-

diona (45) y evaluar su efecto antimicrobiano.
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DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VIRIDIANA AYDEE LEON HERNANDEZ | Fecha:2023-06-23 17:10:27 | Firmante
HyYfREPxOiIOWF7d2QcSIxl/aXsW+meG/ey2fLBfx2C60C1rGCmV57xuPgV50eNjw1/3DTGk3e0fAvIfBNQUurd1UfeNuzndc8m2A0J3IVeehx3WFSLwCUhPiIGNF5GAXO+jZpMc
JRAas8044RJNfzaJWhaw7U69xiRfrdowfoSitl+jxrtOHiAke Vv/08BIYlyNEKXWzGj50ZvvCs+40+GzEmNk6u+xwPkySE2s9abg4yczHOTDku+wJ4CrE2C2QPrrfT+QAwcXdBoXvo0
308+6Lj4q4J02PZ+/igR5JPJb6hZ4eGYOpVKnikZ8BWZrXNSsirHoYWGDVtAUduBOEX9xA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

rWP0Bcwk3

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Nm7nc1Bhhi2X1zkVJVZtuQjfZz00xh5lI
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LAURA PATRICIA ALVAREZ BERBER | Fecha:2023-06-26 13:38:42 | Firmante

1U35f1AOEDaOb3LMTkbrR1m79/3DzvtifCUXFPcHNtmOLRBTUU/OfFRITIY QGFebbKt4S7caG6vjpjgK5LTprOI0Ti6C9JZE7uViFSNBHoDASMMHpncYN9SWhTOIBTREV/6VVQEzr
DWTASYyle0+p5edtELIp/vUDOOCStDDokwYHE4utDdZzpDX3WdY JAYPYhigWB7iEKSdK44FJFNvpUaxdfhhC8LU9eMC8s90jQj+T+29e50ePe5e36HCBY62ERIBNTGSpGZFBvr
T2+jeUYPjijYLyfPQR4LYbacOdOb5MpQWMgIWIG2FS4P620/FMf7zJSPIFXV/XtFeb1V+eg==

SILVIA MARQUINA BAHENA | Fecha:2023-06-27 10:36:18 | Firmante
xKJskl/Y3ru5P0JZp2VIcGe53sQ7XWNItE+ch3aF/XF5sVXhUOI3i7TWOstuvdF+AtTnsZiZckoevOLtVrNbuQVVOIFGf2tdpD74NYJ+SUmmtmpPDDzNmkMskmSJbo1ZKFeqS4Mle7
TZ5HhK/nAhgbYZhFvsJLhEfra+C3JJZZWv71EoobeRez9K+IBqylILOSHhkWu5wgeOnxtFEmaKjWnK7tg777WU5Sia51DHEs/+TrSIuQkAC2sTdCKeDiaPa3S18DRXMVbmjlvth7M8
53dZwTa5+8yrQpmznlAFA5viT8cewryMUiYkumdERU9ASuUNeHnzPtelsMqE7jv/J3w==

CRISTINA MARGARITA RODRIGUEZ NARVAEZ | Fecha:2023-08-31 11:23:09 | Firmante
B4qq/X9f7u8zd9Sg5n/Z+h7zXsURWSEKUTOJNMHZ3C7IE19f2298103/j9GM4CYfISLHqQWHMJICIPQk+9fxrzp+AYaH2DHqPBxIZXmghU5sk//g/iErolOWhgP5j+hMY lieNsxBY/iJo
DThFDwWOR20YwfnznN7s9UxPPvQw1dOxND8JADCOyQ3LpPj8bkRw7HskqoX18ZGCwhlOkrda3Aq9ypHtHPxtLfEYKQq7jcOSTX5IM5LPQ9rFAesQO/uE4SCniWigiqgPtM830iDxLEu
MUJtJ+dtwO7PkrLtaD+gmGlgezceGHZhEGNjualOpOvOYFs2dV2kFZ+M5hWicmPaGg==

PERLA PATRICIA ROMAN BRAVO | Fecha:2023-09-08 23:38:06 | Firmante
GrJI57ibGJQ8wL6Y7q00fHZXQN2aMvn2Y8Xn2pRTKx59yVgERTPGHqVq7nul4Z6/Afkap6ucOwOwcexsjmeY EjUk38fHfisKaCUhJDmjKYrV7IHavJ+teNoflXv71lbZsOpOJOBqttpws
Sy4SUqgIKMwIwK3IgEZ7+YmrVIm+v10PW8DNy7C/Hs3QI6+3F+dZqg2t2gudikFgq+BwAOrHbT/Hnx86nfcSvxGBPJHKKOKLx+upSWeiD4bTRjV9v3g8Cy9NO4CotwGDrIBpZCLz790
UIWRP9GF/7/D/SaZUTQJJcHxjys3xZ8FLOIrFaWCmOjXb5QEZt8EaXoH1V71z2+AQ==

VALERI DOMINGUEZ VILLEGAS | Fecha:2023-09-13 11:51:31 | Firmante
x0e8BXOhx/5aE+rQF54puVolLvQo3QUqiKIUa5LBXKFOi887crvm4PQBz7/bpsPWw283PjF1Z6jDPs7rC8THkvbkfAI6ItidNb6uQxnMBHicTNdy0gLgD68lyuEMBWf+VdZbSAdHUj1
e€33xh113dho374G3B28YffGOTb4uzXtjxJOglod+vp223e15HypmXvIH7UNnT8yEmVr+/kz/XDok6Gw70gXLY4Ixsl/3gDvLwnBOVXsiFIsyOOBGoR154yQ1Yol40d+TYB2IHVvkigxHee
1nuWcehiOyajl TzdOy7h6EksZai5QLCZb8B598u5QII8vDLfy0bctsg8iSITEjw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

K4giV5wzn

https://efirma.uaem. mx/noRepudlo/SQ4f03dIDZMbRcIrkthgSmSQIllBEmX
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