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Resumen

Resumen

Las infecciones urinarias afectan a hombres y mujeres de todas la edades por lo que este tipo
de enfermedades son causas comunes de morbilidad y se asocian con una tasa de morbilidad
significativa. Cuando la infeccion se disemina a las vias urinarias altas esta llega a los rifiones
causando su inflamacidn; a esta enfermedad se le denomina pielonefritis. Aunque ya se
cuentan con tratamientos disponibles para tratar estas infecciones, muchos microorganismos
empiezan a presentar resistencias a los farmacos de eleccion como lo es Pseudomonas
aeruginosa, por lo que se requieren tratamientos mas efectivos contra estas infecciones. Esto
ha llevado a un interés renovado en la busqueda de farmacos provenientes de productos
naturales de plantas. Estos metabolitos pueden actuar como potenciales agentes
antimicrobianos.

Dentro de este contexto, este trabajo tuvo el objetivo de encontrar los metabolitos secundarios
con actividad antimicrobiana presentes en la planta Mimosa albida.

El estudio quimico de la planta se llevd a cabo mediante el uso de técnicas cromatograficas
convencionales. Para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos se
realizé la prueba de Kirby-Bauer en la unidad especializada de Innovacion en 1+D+i en
calidad de Alimentos y Productos Naturales de la Universidad Autonoma de Nayarit.
Finalmente, la caracterizacion de los metabolitos presentes en extracto y fracciones se
utilizaron técnicas analiticas como Resonancia Magnética Nuclear de unay dos dimensiones,
asi como cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Del estudio fitoquimico, el fraccionamiento del extracto de hojas obtenido en acetato de etilo
(MaHA) dio lugar a una fraccion enriquecida con un compuesto, que al ser purificada y
analizada permitio establecer la presencia de un compuesto de tipo ferulato que se identifico
como ferulato de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenilo (50) utilizando las técnicas de CG-EM
y RMN. Por otro lado, la fraccion con clave MaHHA-3-5 que pertenece al extracto
hidroalcoholico de hojas de M. albida, se aislé un polvo amarillento el cual fue identificado
como Quercetin 3-O-B-D-ramndsido (9). Este compuesto se reporta por primera vez para la
especie de la planta en estudio. Los resultados de evaluacion antimicrobiana indicaron que
los extractos con claves MaTA y MaTHA presentaron actividad moderada contra
Staphylococcus aureus ATCC BAA 1026 (CMI=12.5 mg/mL). Este trabajo ayuda a validar

el uso etnomédico de esta planta para tratar las infecciones renales (pielonefritis).
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Introduccion

1. Introduccion

Las infecciones urinarias (IU) son frecuentes, afectan a hombres y mujeres de todas las
edades y sus presentaciones y secuelas son muy variables. Estas enfermedades son causas
comunes de morbilidad y se pueden asociar con una tasa de mortalidad significativa. De
manera normal, las vias urinarias estan libres de bacterias, pero si estas ascienden desde el
reservorio rectal pueden ocasionar IU. Cuando la virulencia bacteriana aumenta o los
mecanismos de defensa del huésped disminuyen se puede producir inoculacion bacteriana,
colonizacion e infeccion de las vias urinarias. Las manifestaciones clinicas pueden variar
desde la colonizacion bacteriana asintomatica de la vejiga hasta sintomas irritativos como
tenesmo vesical y polaquiuria asociados con fiebre, escalofrios y dolor lumbar y bacteriemia
asociada con la morbilidad grave que incluso genera sepsis y muerte. Cuando la infeccion se
disemina a las vias urinarias altas esta puede llegar a los rifiones causando su inflamacion, a
esta enfermedad se denomina pielonefritis la cual se clasifica en dos tipos, aguda y cronica
(Lippincott y Wilkins, 2011; Campbell-Walsh, 2015).

La pielonefritis aguda es una inflamacidn repentina causada por bacterias y es una de las
enfermedades renales mas frecuentes. Por otro lado, la pielonefritis crénica es una
inflamacién renal persistente que puede cicatrizar los rifiones pudiendo conducir a una
insuficiencia renal cronica. Esta ultima también puede ser de origen bacteriano y es comin
en pacientes con predisposicion a la pielonefritis aguda recurrente (Lippincott y Wilkins,
2011; Campbell-Walsh, 2015).

Las bacterias que afectan al rifién son Escherichia coli (E. coli) como el microorganismo
principal (~70-85%), pero otras especies como Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis también pueden
causar esta infeccion (~10%). Pueden crear colonias de infeccion dentro de las primeras 48
hrs. Los sintomas son muy parecidos a los presentados por infecciones de las vias urinarias
en general, por lo que es dificil dar con un diagndstico certero, ademas de que con cada
episodio de pielonefritis se puede causar un dafio renal significativo. La pielonefritis aguda
puede eventualmente resultar en pielonefritis cronica, insuficiencia renal, formacién de
abscesos, signos de shock, sepsis o insuficiencia del sistema multiorganico (Benedi y
Raposo, 2005; Lippincott y Wilkins, 2011; Campbell-Walsh, 2015).
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Dentro de los tratamientos para combatir a este tipo de infecciones destacan las quinolonas,
aminoglucosidos, cefalosporinas, Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX), fosfomicina-
trometamol y nitrofurantoina. Sin embargo, algunos de estos microorganismos, como lo es
Pseudomonas aeruginosa son resistentes a la mayoria de los antibidticos usados
normalmente contra estas infecciones, por lo que se requieren tratamientos mas especificos
(Benedi y Raposo, 2005; Campbell-Walsh, 2015).

Hasta el momento no se ha encontrado el farmaco ideal para el tratamiento de las infecciones
urinarias, que deberia cumplir con las siguientes caracteristicas: minimo efecto sobre la flora
vaginal e intestinal, bajo coste, facil disponibilidad, alta concentracion urinaria, baja
concentracion sérica, buen espectro antimicrobiano, indice de resistencia bajo (inferior al
10% para poder utilizarse como farmaco de primera eleccion en el tratamiento empirico)
(Benedi y Raposo, 2005; Hermenean et al, 2016).

Por otro lado, en el desarrollo de nuevos farmacos para combatir los procesos infecciosos
intervienen factores como la aparicién de las resistencias antibiéticas, provocado por los
malos habitos de prescripcion, el uso excesivo o inapropiado de antibidticos, la falta de
cumplimiento por parte del paciente de los tratamientos prescritos, etc. EI aumento de las
resistencias bacterianas es uno de los principales problemas de la terapia antiinfecciosa, que
contribuye a un mayor nimero de fracasos terapéuticos, generando altos costos sanitarios y
farmacoldgicos (Benedi y Raposo, 2005; Gupta y Birdi, 2017).

Esto ha llevado a un mayor interés en el estudio y uso de plantas medicinales, se estima que
entre el 25 al 50% de los productos farmacéuticos actuales se derivan de estas. Los extractos
crudos de plantas medicinales podrian servir como una fuente alternativa de agentes
modificadores de la resistencia debido a la amplia variedad de metabolitos secundarios. Estos
metabolitos (alcaloides, taninos, polifenoles, etc.) podrian actuar como potenciales agentes
antimicrobianos y modificadores de la resistencia. Por lo tanto, pueden ejercer su actividad
no solo al matar el microorganismo, sino también al afectar eventos clave en el proceso
patogeno, por lo tanto; las bacterias, hongos y virus pueden tener una capacidad reducida
para desarrollar resistencia a los elementos botanicos (Gupta y Birdi, 2017).

En México, alrededor de 4000 especies tienen atributos medicinales, es decir; una de cada 7

especies tiene alguna propiedad curativa, sin embargo; se estima que la validacion quimica,




Introduccion

farmacoldgica y biomédica de los principios activos que contienen se han llevado a cabo solo
en el 5% de estas especies (Martinez, 1999; Ocegueda et al, 2005).

Mimosa albida es una planta utilizada dentro de la medicina popular mexicana para tratar
infecciones en el rifion principalmente. Sin embargo; no hay evidencia cientifica que avale
su uso popular, es por ello, que en el presente trabajo se realizard un estudio quimico y
bioldgico que aporte evidencia sobre el contenido quimico de esta especie, asi como de su
eficacia farmacoldgica.
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2. Antecedentes
2.1. Antimicrobianos.

Un antimicrobiano es cualquier substancia de origen natural, semisintético o sintético que
mata o inhibe el crecimiento de microorganismos pero que causa nulos o pequerfios dafios al
huésped. Estos se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de microorganismo que atacan, de
esta clasificacion derivan los antibidticos que son sustancias quimicas o de origen natural que
poseen accion antimicrobiana (Rodriguez y de la Garza, 1999; Fernandez et al 2008).

El empleo de diferentes agentes antibidticos ha proporcionado resultados satisfactorios en el
tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas importantes como sifilis, tuberculosis
e infecciones gastrointestinales debido a su selectiva actividad bioldgica contra los
microorganismos y su baja toxicidad. Esos agentes ejercen su accion de forma especifica

sobre alguna estructura o funcion microbiana (referencias).

2.1.1. Clasificacion de los antibiéticos

Los criterios de clasificacion de antibi6ticos son diversos por lo que se han agrupado de
acuerdo con su estructura quimica, espectro de actividad, efecto antimicrobiano y su espectro

de accion.

A. Por su estructura quimica. Son aquellos antibidticos con propiedades generales
similares, como betalactdmicos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglucosidos,

glucopéptidos, macrolidos, entre otros.

B. Por su espectro de accién. Pueden clasificarse como a) de amplio espectro, son
moléculas que actian sobre un amplio ndmero de especies bacterianas, como las
tetraciclinas, b) de espectro intermedio, toda aquellas que tienen accion sobre un nimero
limitado de bacterias (macrolidos), y c) de espectro reducido que son activos en un

numero pequefio de especies bacterianas, por ejemplo, los glucopéptidos.

C. Por su efecto antimicrobiano. Estos pueden ser a) bacteriostaticos, es decir que las
concentraciones que se alcanzan en suero y tejidos impiden el desarrollo y multiplicacion
de las bacterias sin destruirlas. Cuando se retira el antibacteriano (por ejemplo,

cloranfenicol y tetraciclinas) el microorganismo puede volver a crecer, por esta razon es
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fundamental el papel que juegan los mecanismos defensivos del huésped, y b)
bactericidas (por ejemplo, betalactdmicos y glucopéptidos), estos producen lisis

bacteriana con efectos irreversibles.

D. Por su mecanismo de accion: Cada familia o grupo de antibacterianos tiene una forma
caracteristica y preferente de actuacion en relacién con la estructura quimica que posean.
Pueden actuar, a) impidiendo la sintesis de la pared bacteriana como los betalactamicos;
b) alterando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica de la bacteria como las
polimixinas; c) inhibiendo la sintesis proteica como aminoglucdésidos (estreptomicina) y
tetraciclinas; d) bloqueando la sintesis de acidos nucleicos como las quinolonas y
rifampicina; y, e) interfiriendo las vias metabolicas, como las sulfonamidas y

diaminopirimidinas (Rodriguez y de la Garza, 1999; Fernandez et al 2008).

2.1.2. Antibioticos mas utilizados para el tratamiento de infecciones de vias
urinarias

Las infecciones de vias urinarias son la tercera causa de muerte por infecciones en Meéxico.

Cada afo se diagnostican 5,589 nuevos casos que representan un gasto elevado para las

instituciones publicas y privadas siendo las infecciones renales (pielonefritis) las principales

manifestaciones clinicas de las infecciones de las vias urinarias altas. Por ello, el diagnostico

de una infeccion renal es confuso debido a que los sintomas presentados son muy parecidos

a los de infecciones urinarias en general (Campbell-Walsh, 2015, Paramo-Rivas et al, 2015).

Para ofrecer un tratamiento eficaz contra este tipo de infecciones antes el médico debe
realizar una serie de pruebas como, 1) un examen fisico, que consiste en palpar el angulo
costovertebral; 2) pruebas de laboratorio, las cuales consisten en el andlisis de orina y
urocultivos. Generalmente, en los cultivos suele encontrarse E. coli que constituye un
subgrupo Unico con factores de virulencia especiales y que es responsable de mas del 80%
de los casos. En pacientes con infecciones urinarias reincidentes, hospitalizados o con
catéteres permanentes se debe sospechar la presencia de organismos resistentes como
Proteus, Klebsiella, Pseudonomas, Serratia, Enterobacter o Citrobacter y de algunos
microorganismos grampositivos como S. aureus y E. faecalis. Con base en las pruebas y

resultados obtenidos el tratamiento de una infeccidn renal se puede subdividir en:




a)

b)

Antecedentes

No complicada, que no requiere hospitalizacidn. Se sugiere la administracion de un
solo farmaco por via oral con una fluoroquinolona (ciprofloxacino o levofloxacino, 500
mg) que puede ser eficaz que el uso de Trimetoprim/Sulfametoxazol. Si se sospecha de
la existencia de un microorganismo grampositivo se recomienda la administracion de

amoxicilina o amoxicilina/acido clavulanico.

No complicada en un paciente con via urinaria normal, pero con enfermedad muy
grave que justifica la hospitalizacién para administrar terapia por via parenteral.
En estos casos se recomienda la administracion de una fluoroquinolona (ciprofloxacino
o levofloxacino, 400 y 500 mg respectivamente) por via parenteral, un aminoglucésido
(gentamicina, 1.5 mg/kg) con o sin ampicilina o una cefalosporina de amplio espectro
(ceftriaxona, 1-2 g). Si la infeccién se debe a cocos grampositivos se sugiere usar

ampicilina/sulbactam con o sin un aminoglucoésido.

Complicada, que requiere hospitalizacion, cateterismo o cirugia uroldgica o puede

asociarse con anomalias de las vias urinarias.

2.2. Resistencia antimicrobiana en infecciones del tracto urinario.

La resistencia bacteriana es un proceso adaptativo que se inicié desde los origenes de la

presencia de bacterias en la tierra como una estrategia de defensa a los antimicrobianos

naturales presentes en el medio ambiente. Los mecanismos de resistencia son multiples y

pueden coexistir en una misma cepa. La mayoria de estos mecanismos son mutaciones

cromosOmicas que otorgan una ventaja en sobrevida bajo la presion selectiva de los
antibidticos (Duran L, 2018)

En afios recientes, la administracion indiscriminada de antimicrobianos ha resultado en la

seleccion de cepas resistentes que producen el fracaso a los tratamientos disponibles y

complicaciones de los procesos infecciosos (Arredondo-Garcia et al, 2007).
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2.3. Plantas medicinales utilizadas como antimicrobianos

A lo largo de los siglos, los seres humanos han confiado en la naturaleza para satisfacer sus
necesidades basicas, entre ellas, medicamentos para el tratamiento de un amplio espectro de
enfermedades. Por ello, en su busqueda por la salud empezaron a utilizar las plantas como
fuente medicinal para el tratamiento de sus padecimientos (Cragg y Newman, 2013). De
hecho, los primeros trabajos sobre el cultivo y clasificacion de plantas tienen mucho que ver
con el uso y tratamiento de muchos diferentes tipos de enfermedades humanas y hasta la
identificacion de sus principios activos y su sintesis a escala industrial a finales del siglo X1X
(Seid, 2002).

La busqueda por nuevos farmacos antimicrobianos es una investigacion a nivel mundial,
debido a que los microorganismos ya presentan fendmenos de resistencia a los farmacos
actuales. Una forma de vencer este inconveniente es obtener nuevas moléculas de los
recursos naturales (Latha y Kannabiran, 2006). Se sabe que las plantas producen una diversa
variedad de compuestos organicos con funciones principalmente ecoldgicas, conocidos como
metabolitos secundarios, que no participan en las funciones principales de crecimiento y
desarrollo de estas, se han aislado con la finalidad de ser utilizados como farmacos (Buchanan
y Jones, 2000; Butler, 2004, Savithramma et al, 2011).

Desde hace algunas décadas de han estudiado y aislado varios compuestos derivados de
plantas han sido catalogados como compuestos antibacterianos esto gracias a una serie de
estudios sobre su actividad realizada en todo el mundo (Barbieri et al, 2017).

La actividad de estos compuestos se basa principalmente en sus caracteristicas estructurales.
Los grupos principales de compuestos con actividad antibacteriana son fenodlicos, acidos
fenolicos, quinonas, saponinas, flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas terpenoides y
alcaloides (Lai y Roy, 2004; Ciocan y Bara, 2007).

Por lo anterior y dado que México es uno de los paises del mundo con mayor biodiversidad
aun se siguen estudiando aquellas plantas de las que solo se tiene el conocimiento tradicional

0 etnobotanico, como lo son especies del género mimosa.
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2.4. Género Mimosa.

El género Mimosa L. pertenece a la familia Fabaceae y subfamilia Mimosoideae. Estas son
uno de seis familias de angiospermas mas diversas a nivel mundial ya que cuenta con
alrededor de 480-500 especies. Es un género principalmente americano, alrededor del 90%
de sus especies se distribuyen en el sur de Estados Unidos hasta Argentina, mientras que el
resto se encuentra en Africa, Australia y Asia. La gran diversidad biolégica de la familia
Fabaceae se refleja en la diversidad de usos de numerosas especies por diferentes culturas a

nivel mundial (Camargo-Ricalde et al, 2001; Camargo-Ricalde, 2016).

2.5. Estudios fitoquimicos y farmacoldgicos del género Mimosa.

El género Mimosa debido a su amplio uso en la medicina tradicional ha sido objeto de
estudio. Por ejemplo, en 1979 Hussain y colaboradores estudiaron las partes aéreas de M.
hamata Willd la cual reporta uso tradicional como antibacteriano aislando de ella cido galico
y galato de etilo. En 1989 para M. tenuefolia L., Dominguez y colaboradores reportaron usos
tradicionales de la planta para el tratamiento de quemaduras y para prevenir la inflamacion
aislando de esta 2 metoxichalconas.

Asi mismo, las especies de este género se han estudiado para encontrar compuestos con
distintas actividades, entre ellas: antioxidantes y citotoxicos (Lin et al, 2011; Aguiar et al,
2012).

En el cuadro 1 se reportan compuesto principales de algunas especies de Mimosa, las cuales

los autores reportan potencial actividad farmacol6gica para algunas de ellas.
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Cuadro 1. Compuestos selectos aislados de especies el género Mimosa.

Especie Estructura (s) ACt'V'dqd b_|olog|ca Referencia
atribuida

R1:R2:R3:R5:OMG, Rs=Rg=OH (l)

Ri=R;=R3=R5 = OMe, Re :OH, Rs=H (2)

R2:R5:R6:OME, R4:OH, R1:R3:H(3)

2°,5’-dihidroxi-3,7,8,4’-tetrametoxiflavona (1)

3’-hidroxi-3,7,8,4’-tetrametoxiflavona (2)
20 -hidroxi-7,4’,5’-trimetoxiflavona (3)
Compuestos 2y 5

Mimosa diplotricha mostraron actividad Linetal, 2011

antiproliferativa.

4-hidroxi-3,10,11-trimetoxiisocromeno- [4,3-b]-
cromen-7(5H)-ona (4)

OH O OCHj4
5’’-metoxihidnocarpina-D (5)
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OCH,4

Compuestos 1-5
mostraron actividad Aguiar et al, 2012
antioxidante

Mimosa invisa

OCHgs
Pinoresinol (7)

OH O

Quercetina (8)

10




OH O

OH OH
Quercetina-3-O-ramnopiranosilo (9)

OH

H
OH H
Quercetina-3-O-arabinofuranosilo (10)

OCH;
H,CO o) O
HsCO ‘ OH

OH O
4',6,7-trimetoxi flavonol (11)
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4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (Vainillina) (15)

12
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Os_H
H,CO” Z “OCH,3
OH

4-Hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (Siringaldehido)
(16)

0O
OMOH
HO

Acido p-cumérico (17)

O OH
E ~OCHj
OH

Acido 4-hidroxi-3-metoxi benzoico (Acido vanillico)
(18)

0
HO OH
Mimosa hamata HO Antimicrobianos Hussain et al, 1979
OH

Acido galico (19)

13
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0
HO
o

HO
OH
Galato de etilo (20)

Ahuchaogu et al, 2017

Mimosa pudica Chukwu et al, 2017

Antifungico

MP-19 (22)

14
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2.6. Distribucion en México y el Estado de Morelos.

En México, Mimosoideae es la subfamilia mejor representada con alrededor de 110 especies
de Mimosa. Se ha visto que estas especies incrementan la fertilidad del suelo. Asimismo,
estas especies tienes usos como recursos maderables, lefia, cercas, artesanias y medicinas
(Camargo-Ricalde et al, 2001).

En el estado de Morelos se han encontrado diversas especies de Mimosa como lo son: M.
affinis B. L. Rob., M. albida Hurnb. & Bonpl. ex Willd., M. benthamii J. F. Macbr., M.
biuncifera Benth., M. galeottii Benth., M. lacerata Rose, M. mollis Benth., M. pigra L., M.
polyantha Benth., M. pudica L., M. tricephala Cham. & Schltdl. (Camargo-Ricalde et al,
2001).

Este género por su gran diversidad ha sido objeto de estudios sistematicos, anatdmicos,

ecoldgicos y etnobotéanicos.

2.7. Mimosa albida Hurnb. & Bonpl. ex Willd.

Mimosa albida es una planta originaria de México y Sudameérica, se le conoce principalmente
como vergonzosa pero también por varios nombres mas entre ellos; dormilona, dormilona
grande, espina dormilona, espinita dormilona, raiz de ufia de gato, ufia de gato, zarza
sensitiva, zarza vergonzosa. (Martinez-Bernal, 2008).

Tiene una amplia distribucién en México, se ha encontrado en Campeche, Chiapas, Colima,
Distrito Federal, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz, Yucatan
y Zacatecas (Martinez-Bernal, 2008). En el estado de Morelos se ha encontrado en los
municipios de Tepoztlan y Tlayacapan (Cedillo-Portugal, 1990; Hernandez-Céardenas, et al,
2014).

Se ha utilizado tradicionalmente contra el insomnio, para tratar la esterilidad de la mujer,
para agilizar el parto y recuperacion de este, enfermedades gastrointestinales como diarrea,
disenteria y venteadura, asi como heridas, mal de orin, afecciones en rifiones y vejiga,
mordedura de vibora y mal viento. (BDMTM, 2018).

A pesar de que la planta tiene una amplia variedad de usos tradicionales tiene muy pocos

estudios farmacologicos.

15
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Bussmann y colaboradores en 2011 demostraron que los extractos acuosos de M. albida
tienen toxicidad escasa. Estos extractos muestran una potente actividad antinociceptiva, pero
nula actividad ansiolitica en ratones (Bussmann et al, 2011; Rejon-O; et al, 2013).

Por lo que es de gran interés seguir estudiando a esta planta para de esta manera poder validar

de manera cientifica los usos tradicionales que se le atribuyen.

16
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3. Justificacion

Las infecciones de rifion afectan a personas de todas las edades y no se ha encontrado una
linea de diagndstico certero para detectar dicha enfermedad por lo que su evolucién puede
llegar a ocasionar problemas méas graves como lo son la sepsis y la muerte del paciente.
Aungue se cuenta con tratamientos para tratar la infeccion se debe tomar en cuenta que los
microorganismos se han hecho cada vez mas resistentes a los antibioticos creando cepas
resistentes, ello por el uso indiscriminado de antibioticos obligando a los cientificos a buscar
nuevas fuentes de antibidticos como lo son las plantas. Dentro de este contexto, se estudio a
la planta M. albida, la cual tiene uso en la medicina tradicional para tratar las infecciones de

rifidn, para encontrar compuestos responsables de dicha actividad biologica.
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4. Hipotesis

Los compuestos aislados de M. albida tendran actividad antimicrobiana contra las cepas de

microorganismos causantes de las infecciones de rifion.
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5. Objetivos
5.1. General

Realizar un estudio fitoquimico y antimicrobiano de la planta Mimosa albida que aporte

evidencias sobre su contenido quimico y su uso popula.

5.2. Especificos

Colectar la planta completa en su hébitat natural.

Obtener los extractos de polaridad creciente de las partes aéreas de Mimosa albida.
Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos.

Purificar y caracterizar los compuestos mayoritarios en/los extracto(s) activo(s).

Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos puros mayoritarios aislados.
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6. Parte experimental
6.1. Obtencion de material vegetal.

La planta completa Mimosa albida se colecté en la sierra de Huautla en septiembre del 2018,
con ayuda del M. C. Fidel Ocampo Bautista. De manera adicional se colecté un ejemplar de
referencia que se mando al curador de herbario M. en C. Gabriel Flores Franco para su
identificacion e ingreso a la Coleccién del Herbario (HUMO) del Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacion de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (CIByC-
UAEM). La muestra vegetal se identific6 como Mimosa albida Humb. & Bonpl. ex Willd

de la familia Fabaceae con nimero de folio 35890.

6.2. Analisis cromatografico

Los analisis cromatogréaficos en columna abierta (CC) se realizaron en columnas de vidrio de
longitud y didmetro variable utilizando como fase estacionaria gel de silice 60 Merck (tamafio
de particula, 0.040-0.063 mm, 230-400 Mesh). Los analisis cromatogréficos en capa fina se
efectuaron utilizando placas de aluminio recubiertas con una capa de gel de silice de 0.25
mm de espesor (Silica gel 60, F2s4, Merck); para visualizar las placas se utilizo una lampara
de luz UV (onda corta de 254 nm y onda larga de 365 nm) y un reactivo cromogénico [sulfato
cérico amoniacal (NH4)4Ce(S04)4*2H20] al 1% en H>SO4 2N. Los reactivos empleados
fueron obtenidos con proveedores comerciales y se utilizaron sin previa purificacion. Los
disolventes grado industrial utilizados fueron previamente destilados y deshidratados
utilizando sulfato de sodio anhidro con la finalidad de eliminar impurezas y evitar
contaminaciones de los extractos vegetales preparados en el laboratorio de productos

naturales.

6.3. Analisis espectroscopicos

6.3.1. Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN), Carbono trece (**C-
RMN) asi como los bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC), fueron obtenidos en los
equipos Bruker AMX 500 MHz y Varian Unity Inova de 200 MHz, utilizando disolventes
deuterados (CDClIz, CD30OD y DMSO-ds), los desplazamientos quimicos (3) estan referidos

en partes por millon (ppm), la multiplicidad de las sefiales (s, singulete; d, doblete; t, triplete;
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m, multiple, etc.), el nimero de hidrégenos (deducidos por integracion), y la constante de

acoplamiento J (Hz).

6.4. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas es una técnica que permite
analizar y separar compuestos volatiles y semivolatiles. Con la meta de identificar
compuestos en las fracciones de extractos menos polares, una pequefia muestra fue inyectada
en un cromatografo de gases HP Agilent Technologies 6890 equipado con un detector de
masa de cuadrupolo MSD 5973 (HP Agilent), equipado con una columna capilar HP-5MS
(longitud: 30 m; didmetro interior: 0.25 mm; espesor de la pelicula: 0.25 M). El gas portador
de helio se colocé en la columna (1 ml por minuto a flujo constante). La temperatura de
entrada se ajusto a 250 °C, mientras que la temperatura del horno fue inicialmente a 40 °C
(se mantuvo durante 1 minuto) y se aumento6 a 280 °C/minuto. El espectrometro de masas
funciond en modo de impacto electrénico positivo con energia de ionizacion de 70 eV. La
deteccion se realizd en modo de monitoreo selectivo de iones (SIM) y los picos se
identificaron y cuantificaron utilizando los iones de fragmentacion. La determinacion de la
composicion metabdlica se realizd por comparacién de identidad eligiendo aquellos
compuestos que cumplieron con un factor de coincidencia > 80% de acuerdo con la base de

datos NIST (National Institute of Standards and Technology, siglas en ingles).

6.5. Estudio fitoquimico de Mimosa albida.
6.5.1. Obtencién de extractos crudos

Una vez obtenido, el material vegetal se separ6 en hojas, tallos y raiz, que posteriormente se
secaron a temperatura ambiente. Una vez seco, el material se trituré en un molino semi-
industrial en el Centro de Investigaciones Biomédicas de Sur (CIBIS) en Xochitepec,
Morelos.

El material separado y molido se paso a un recipiente de vidrio de 20 L, posteriormente fue
extraido utilizando disolventes organicos en polaridad ascendente: hexano, acetato de etilo y
una mezcla de metanol:agua (95:05%); en una relacion masa/volumen (m/v) 1:5 para su
extraccion por maceracion. Esta mezcla se mantuvo durante 72 horas a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo, el disolvente fue separado del material vegetal por filtracion y se
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concentré mediante destilacion en un rotaevaporador BUCHI R-100 a presion reducida. El
procedimiento se realizo por triplicado para cada disolvente. El concentrado final se coloco
en un recipiente de vidrio previamente pesado y se llevo a sequedad. Por Gltimo, se determiné
el peso exacto de cada extracto. En la tabla 1 se resume el proceso de extraccion de las partes

aéreas de Mimosa albida (Ma).

Tabla 1. Extractos obtenidos de la planta silvestre Mimosa albida.

Parte de Material . By Rendimiento _
la planta vegetal Disolvente de extraccion ~ Gramos  Porcentaje Clave
pesado (g) @ (%)
594.3 Hexano 100% 12.2622 2.06 MaHH
Hoja 1,360 AcOEt 100% 14.10 1.03 MaHA
1,360 MeOH:H20 95:05 % 79.10 5.82 MaHHA
1163.5 Hexano 100% 6.0522 0.52 MaTH
Tallo 1,360 AcOEt 100% 44.6344 3.28 MaTA
1,360 MeOH:H20 95:05 % 52.9448 3.89 MaTHA
1,175 Hexano 100% 1.9085 0.16 MaRH
Raiz 1,175 AcOEt 100% 4.4610 0.37 MaRA
1,175 MeOH:H20 95:05 % 73.7083 6.27 MaRHA

Una pequefia cantidad de los extractos de hexano y acetato de etilo fueron decolorados, ya
que mediante el andlisis en cromatografia de capa fina no se observan diferencias en cuanto

el contenido metabolico de cada extracto tal como se observa en la figura 1.

a) b)

MaHH s/c
MaHH
MaHA
MaHA s/c
MaTH
MaTH s/c
MaTA
MaTA s/c
MaRH
MaRH s/c
MaRA
MaRA s/c
MaHH s/c
MaHH
MaHA
aHA s/c
aTH
MaTH s/c
MaTA
MaTA s/c
MaRH
MaRH s/c
D MaRA
MaRA s/c

=2

Figura 1. Extractos de Mimosa albida. a) Placa cromatografica revelada e

>S5

lampara de UV
a A=254 nm. b) Placa cromatografica revelada con un reactivo cromogeénico (sulfato sérico
amoniacal: (NH4)4Ce(SO4)4*2H-0] al 1% en H2SO4 2N.

22




Parte experimental

Con base en el contenido quimico observado en cromatografia en capa fina y al uso popular
dentro de la medicina tradicional mexicana, se decidié iniciar el trabajo fitoquimico con la

purificacion del extracto de acetato de etilo obtenido de las hojas de M. albida (MaHA).

6.5.2. Fraccionamiento primario del extracto del extracto de acetato de etilo
obtenido de hojas de M. albida (MaHA) (Percolacion).

Con la finalidad de obtener fracciones primarias y libres de color, en un embudo Blichner se
colocaron 50 g de gel se silice (SiO2) seguido de 15 g de carbén activado, el procedimiento
se repitié una segunda vez. Posteriormente se adicionaron 14 g del extracto con clave MaHA
previamente adsorbidos en 21 g de SiO.. Como fase movil se utiliz6 un gradiente con
polaridad ascendente de disolventes organicos empezando por Hexano 100%, seguido por
mezclas de hexano (Hx) y acetato de etilo (AcOEt) hasta llegar a 100% de AcOEt, luego por
mezclas de AcOEt y metanol (MeOH) hasta llegar a MeOH 100%.

Se obtuvieron 32 fracciones, mismas que fueron reunidas de acuerdo con la similitud
presentada en el analisis por cromatografia en capa fina (C.C.F.). Finalmente se obtuvieron

5 fracciones primarias las cuales se ilustran en la tabla 2.

Tabla 2. Fraccionamiento primario de MaHA (Percolacion).

Fraccion Sistema/Gradiente Reuniones  Rendimiento (g) Clave
1 Hx 100 % 1 0.0777 MaHA-1
2-3 Hx:AcOEt 90:10 % 2-6 1.3249 MaHA-2
4-5 Hx:AcOEt 80:20 % 7-8 1.7744 MaHA-3
6-7 Hx:AcOEt 70:30 % 9-24 4.4798 MaHA-4"
8-9 Hx:AcOEt 60:40 % 25-32 0.3731 MaHA-5
10-11 Hx:AcOEt 50:50 % 9-24" 1.4282 MaHA-6
12-13 AcOEt 100 %
14-24 AcOEt:MeOH 50:50 %
25-32 MeOH 100 %

“Al término del secado se observa como un sélido aceitoso.
"*Fraccion obtenida de lavados con MeOH
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6.5.2.1. Purificacion de la fraccion MaHA-4.

De la fraccién primaria con clave MaHA-4 se tomaron 3 g y se adsorbieron en 4.5 g de gel
se silice fase normal, posteriormente esta fue adicionada a una columna de vidrio
previamente empacada con 100 g de SiO: fase normal. Para el fraccionamiento se utilizaron
mezclas de disolventes de polaridad ascendente como prosigue: hexano, acetato de etilo y
metanol.

De este proceso cromatogréafico se obtuvieron 149 fracciones de 100 mL cada una, las cuales
fueron reunidas de acuerdo con el andlisis en CCF y su posterior revelado con sulfato sérico
amoniacal en 17 grupos de fracciones. Lo anterior se resume en la tabla 3.

Tabla 3. Fracciones obtenidas de MaHA-4.

Fraccion Sistema/Gradiente Reuniones  Rendimiento (mg) Clave
1 Hx 100 % 1-4 50.5 MaHA-4-1
2 Hx:AcOEt 98:02 % 5-6 216.1 MaHA-4-2
3 Hx:AcOEt 96:04 % 7 23.1 MaHA-4-3
4 Hx:AcOEt 94:06 % 8-9 128.4 MaHA-4-4
5 Hx:AcOEt 92:08 % 10-12 208.4 MaHA-4-5
6 Hx:AcOEt 90:10 % 13-16 237.5 MaHA-4-6
7 Hx:AcOEt 88:12 % 17-25 329.9 MaHA-4-7
8 Hx:AcOEt 86:14 % 26-35 301.0 MaHA-4-8
9 Hx:AcOEt 84:16 % 36-45 91.6 MaHA-4-9
10 Hx:AcOEt 82:18 % 46-52 75.7 MaHA-4-10
11-51 Hx:AcOEt 80:20 % 53-70 236.7 MaHA-4-11
52-116 Hx:AcOEt 75:25 % 71-94 161.1 MaHA-4-12
117-140 Hx:AcOEt 70:30 % 95-115 89.2 MaHA-4-13
141-144 AcOEt 100% 116-140 130.0 MaHA-4-14
145-146  AcOEt:MeOH 50:50 % 141-144 2154 MaHA-4-15
145 220.4 MaHA-4-16
147-149 MeOH 100 % 146-149 109.5 MaHA-4-17

Del grupo de fracciones identificado como MaHA-4-8 se obtuvo un aceite amarillento, en
CCF mostraba una sola mancha al ser observada mediante luz ultravioleta y revelada con
sulfato cerico amoniacal. Su analisis por Resonancia Magnética Nuclear indico que se trataba

de una mezcla, y que al menos uno de sus componentes era de tipo fendlico, derivado del
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acido cinamico. Estas evidencias permitieron proponer una reaccion de transesterificacion

con la finalidad de separar este compuesto del resto de los observados en el espectro de RMN.

6.5.2.2. Reaccion de transesterificacion de la fraccion MaHA-4-8.

En un matraz bola fondo redondo de 50 mL se pesaron 10 mg de la fraccién con clave MaHA-
4-8. Al matraz se adicion6 0.5 mL del reactivo BFs-MeOH. La mezcla se puso en agitacion
constante por una hora siendo monitoreada por CCF cada media hora. Después de que se
observd que la materia prima se habia transformado casi por completo se detuvo la agitacion
de lamezclay el producto resultante con clave MaHA-4-8A (Esquema 1) se llevo a sequedad
utilizando vacio. La mezcla de producto se separ6 mediante cromatografia en columna
utilizando SiO» como fase estacionaria y como fase movil mezclas de disolventes en sistema
de gradiente (hexano y acetato de etilo) obteniendo los grupos de fracciones MaHA-4-8A1y
MaHA-4-8A3 mismos que se analizaron por *H-RMN de 200 MHz y CG-EM.

O 0]

BF5-MeOH
O X OR > 0 X OMe + RO-H
1h
HO HO

t. a.

. J

Esquema 1. Reaccion propuesta para la transesterificacion del ferulato de alquilo (49).

6.5.2.3.  Aislamiento e identificacién del compuesto 49.
El compuesto 49 se aisl6 como una mezcla aceitosa ligeramente amarilla a partir del
fraccionamiento secundario de la fraccion MaHA-4 con la clave MaHA-4-8, mismo que, en
el andlisis por CCF presentd una sola mancha. Este aceite se analiz6 por RMN de 200 MHz
de los cuales se obtuvieron los espectros *H y °C, los datos obtenidos se muestran a

continuacion.

IH-RMN (200 MHz, CDCls). § 9.81 (1H, s, OH), 7.71 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-3), 7.18 (1H,
d, J=1.7 Hz, H-2), 7.07 (2H, d J = 8.3 Hz, H-5" y H-6"), 6.45 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-2),
3.84 (3H, s, CH3), 2.08, 1.72, 1.63, 1.08.
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13C-RMN (50 MHz, CDCl3). § 171.7 (C-1), 151.6 (C-3"), 145.8 (C-4"), 142.0 (C-3), 125.1
(C-17), 124.4 (C-6), 123.45 (C-5), 117.4 (C-2), 111.5 (C-2°), 56.0 (CHa).

6.5.2.4. Purificacion de la fraccion MaHA-4-11.

En una columna de vidrio empacada con 7.5 g de gel de silice como fase estacionaria se
adicionaron 170 mg de la fraccion etiquetada como MaHA-4-11 previamente adsorbidos en
0.5 g de SiO> de fase normal. La separacion se efectud utilizando una sistema isocratico de
disolventes compuesto por hexano y acetona 80:20%. Al término de la separacion se
obtuvieron 33 eluatos los cuales por la similitud mostrada mediante el analisis en CCF, se
reunieron dando 11 fracciones finales. La informacion se resume en la tabla 4. Por dltimo, la
fraccion MaHA-4-11C se analiz6 por RMN de 200 MHz y CG-EM.

Tabla 4. Purificacion de la fraccion MaHA-4-11.

Fraccion  Sistema/Gradiente  Reuniones Rendimiento (mg) Clave
1-31 Hx:Acetona 80:20 % 1-5 6.4 MaHA-4-11A
32 Acetona 100 % 6 3.7 MaHA-4-11B
33 MeOH 100 % 7-8 24.1 MaHA-4-11C
9 114 MaHA-4-11D
10-11 24 MaHA-4-11E
12-13 17.6 MaHA-4-11F
14-15 11.9 MaHA-4-11G
16-23 42.3 MaHA-4-11H
24-31 18.3 MaHA-4-111
32 10.2 MaHA-4-11]
33 5.8 MaHA-4-11K

6.5.2.5.  Aislamiento e identificacion del compuesto 50.
El ferulato de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenilo (50) se aisl6 como una mezcla de
compuestos aceitosa y ligeramente amarilla a partir del fraccionamiento terciario de la
fraccion MaHA-4-11, con la clave MaHA-4-11C, mismo que en el analisis por CCF present6
una unica mancha. Una muestra representativa de esta fraccion se analizé por RMN de 500
MHz.
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6.5.3. Fraccionamiento primario del extracto MaHHA.

En una columna de vidrio empacada con 200 g de SiO, de fase normal, fueron adicionados

20 g del extracto con clave MaHHA previamente adsorbido con 30 g de SiO; fase normal.

Para la separacion se utilizaron mezclas de disolventes organicos en polaridad ascendente

empezando con AcOEt 100% aumentando en gradientes del 10% para finalmente terminar

con MeOH 100%. De esta manera se obtuvieron 32 eluatos que por similitud en CCF se

reunieron en 5 fracciones finales. Lo anterior se resume en la tabla 5.

Tabla 5. Fraccionamiento primario de MaHHA.

Fraccion Sistema/Gradiente Reuniones Rendimiento (g) Clave
1-11 AcOEt 100 % 1-2 - MaHHA-1
12-17 AcOEt:MeOH 90:10 % 3-4 - MaHHA-2
18-20 AcOEt:MeOH 80:20 % 5-20 2.3 MaHHA-3
21-23 AcOEt:MeOH 70:30 % 21-23 - MaHHA-4
24-26 AcOEt:MeOH 60:40 % 24-32 - MaHHA -5
27-29 AcOEt:MeOH 50:50 %

30-32 MeOH 100 %

6.5.3.1.  Fraccionamiento secundario de la fraccion MaHHA-3.
Tabla 6. Fraccionamiento secundario de MaHHA-3
Fraccion Sistema/Gradiente Reuniones  Rendimiento (mg) Clave

1-3 DCM: Hx 80:20 % 1-9 97.6 MaHHA-3-1
4-6 DCM: Hx 90:10 % 10-16 181.8 MaHHA-3-2
7-9 DCM 100 % 17-21 145.9 MaHHA-3-3

10-15 DCM:MeOH 90:10 % 22-30 - MaHHA-3-4

16-18 DCM:MeOH 85:15 % 31-40 102 MaHHA-3-5

19-34 DCM:MeOH 80:20 % 41-46 43 MaHHA-3-6

35-38 DCM:MeOH 70:30 %

39-46 MeOH 100 %
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6.5.3.2.  Aislamiento e identificacion de Quercetin 3-O-B-D-ramnosido (9).

De la fraccion MaHHA-3-5 se obtuvo un polvo amarillento, el cual fue limpiado con lavados
con disolventes organicos. El producto aislado y purificado se analizd mediante la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear de 500 MHz de 1 y 2 dimensiones (1D y 2D) de los cuales
salieron los siguientes experimentos: *H, DEPT, COSY, HSQC y HMBC.

IH-RMN (500 MHz, CDCls/MeOD). § 7.34 (1H, d, J= 2.1 Hz, 7.29 (1H, dd, J= 8.3, 2.1
Hz), 6.91 (1H, d, J= 8.3 Hz), 6.36 (1H, d, J= 2.1 Hz), 6.20 (1H, d, J= 2.1 Hz), 5.34 (1H, d
J= 1.6 Hz), 4.23 (1H, dd, J= 3.4, 1.7 Hz), 3.76 (1H, dd, J= 9.4, 3.3 Hz), 3.41(1H, m), 3.34
(1H, m), 0.94 (3H, d, J= 6.1 H2).

13C-DEPTQ (CDCl3/MeOD). § 179.3 (C-4), 165.4 (C-6), 162.8 (C-8), 159.0 (C-2), 158.2
(C-9), 149.4 (C-4"), 146.0 (C-3"), 136.0 (C-3), 122.7 (C-1"), 122.7 (C-6"), 116.8 (C-2°), 116.1
(C-5°), 105.8 (C-10), 103.2 (C-17), 99.7 (C-7), 94.6 (C-5), 73.0 (C-4""), 71.8 (C-3"), 71.7
(C-5"), 71.5 (C-27), 17.5 (C-6"").

6.6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La prueba de Kirby-Bauer, descrita por Bauer et al.; mas conocido como prueba de difusion
en disco o prueba de difusion en agar es el método mas utilizado para determinar la
sensibilidad de antibi6ticos. Su fundamento se basa en la relacion entre la concentracion de
la sustancia necesaria para inhibir la cepa bacteriana y el halo de inhibicién de crecimiento
en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre la cual se ha depositado un disco de papel
filtro de 6 mm de didmetro. Si el organismo es susceptible a un antibi6tico especifico, no
habra crecimiento alrededor del disco que contiene el antibi6tico. Por lo tanto, se puede
observar y medir una ""zona de inhibicion" para determinar la susceptibilidad a un antibiético
para ese organismo en particular. Esta medicidn se compara con los criterios establecidos por
el Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS, siglas en inglés). Segun los
criterios, el organismo puede clasificarse como Resistente (R), Intermedio (1) o Susceptible
(S), tal como se muestra en la figura 2 (Bauer et al, 1966; Bernal y Guzman, 1984; Ramirez
y Castafio, 2009).

Este metodo para determinar la sensibilidad de bacterias a extractos vegetales esta aprobado
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y fue realizado en la unidad especializada de Innovacion en 1+D+i en calidad de Alimentos
y Productos Naturales de la Universidad Autonoma de Nayarit (UAN) en el estado de Nayarit
mismo que se encuentra a cargo de la Dra. Gabriela Maria Avila Villareal.
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Las cepas empleadas para este estudio fueron:
— Escherichia coli ATTC 8739.
— Pseudomonas aeruginosa ATTC 10154.
— Staphylococcus aureus ATTC 1026.

Se utilizo ciprofloxacino como control positivo para P. aeruginosay E. coli; y vancomicina

para S. aureus.

Los extractos fueron evaluados a concentraciones que van desde 0.125 hasta 100 mg/mL

Susceptible
Resistant

Test
organism ——

-_— -

Sterile
nutrient

agar Intermediate
Organism streaked Antibiotic Antibiotic disks checked
on sterile disks after 18 hours
nutrient agar added of incubation

Figura 2. Desarrollo de la prueba de Kirby-Buaer.

El porcentaje de inhibicidn que se presentd alrededor de los discos dentro de la caja Petri se

determiné mediante la siguiente formula:

medida del diAmetro del halo de inhibicién 200

% efecto inhibitorio - ——X
0 diametro del halo de inhibicién control positivo
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7. Resultados y discusion
7.1. Seleccion de Mimosa albida para su estudio.

Una de las estrategias de seleccion de plantas para su estudio es el criterio etnomédico. Este
se basa en investigar las especies vegetales con el aval de uso tradicional que se le da en
diferentes pueblos (Abreu y Cuellar, 2008). En este contexto, Camargo y colaboradores en
2001; y la biblioteca digital de la medicina tradicional mexicana (BDMTM) de la UNAM
recolectaron los distintos usos que se le dan a esta planta en diferentes partes del pais
(BDMTM, 2018). Otra estrategia utilizada es el criterio quimiotaxonémico, a través de este
se seleccionan plantas relacionadas filogenéticamente de plantas con actividad conocida, por
ejemplo, familia y subfamilias de esta. De este modo, en la seccidn 2.2 de este documento se
reportan diferentes especies del género Mimosa a las cuales se les atribuyen diversas
actividades farmacoldgicas. Por lo anterior, la planta Mimosa albida fue elegida basandose
en una combinacion de ambas estrategias de seleccion con la finalidad de validar su uso

mediante estudios quimicos y farmacoldgicos.

7.2. Estudio fitoquimico de Mimosa albida.

Como fue descrito en la seccion de parte experimental (seccion 6.5.1), se obtuvieron 9
extractos de las 3 partes de la planta obtenidos en 3 mezclas de disolventes organicos (Tabla
1). Los rendimientos son variables de acuerdo con la cantidad de material vegetal utilizado.

Estos rendimientos van desde 0.16 hasta el 6.27%.

7.2.1. Fraccionamiento cromatogréafico de MaHA.

Siguiendo la metodologia descrita en la seccion 6.5.2, se obtuvieron 5 fracciones primarias.

7.2.1.1.  Analisis por CG-EM de la fraccion MaHA-1.

La fraccién con clave MaHA-1, obtenida al eluir con hexano 100%, en el analisis por CCF
mostro la presencia de compuestos de baja polaridad por lo que una pequefia cantidad de esta
se analizo por CG-EM (seccion 6.4). Para ello se disolvio totalmente una pequefia cantidad
(2-3 mg) en 0.5 ml de diclorometano, misma que fue puesta en un vial especial para ser
inyectada en el cromatégrafo de gases, una vez obtenido el cromatograma (1) se
seleccionaron y marcaron aquellos picos que presentaron mayor abundancia para extraer su

espectro de masas. La seleccion de los compuestos se realizé por la comparacion de identidad
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de aquellos compuestos que cumplieron con un factor de coincidencia 80% de acuerdo con
la base de datos NIST.

Por este método se encontraron compuestos principalmente del tipo alcanos (34, TR= 27.24
min., A=10.15 %), (36, TR=30.19 min., A= 18.84 %) y (37, TR=14.81 min., A= 32.54 %),
asi como algunos derivados terpénicos como -cariofileno (25, TR=13.08 min., A= 2.67 %)
y escualeno (35, TR=29.37 min., A= 28.92 %) (Cromatograma 1). Este ultimo fue el que se
encontrd en mayor proporcion debido a que la fraccion es de muy baja polaridad y

generalmente dentro de ella se encuentran compuestos de este tipo. Lo anterior se resume en

el cuadro 2.
Abundance
i o L
1.3e+07 26
1.2e+07 25
1 16407 \‘ B g, 30.19 «—36
1e+07 L 32.544¢—37
9000000 15.06 i
8000000 KA 13.09 24 1.27.25
7000000 12=15 1735 208

6000000 19.37 38
23 00

5000000 12.66

4000000 35.63

3000000

2000000

L R B e e e I A e e e L
10 OO 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Time-->

Cromatograma 1. Obtenido de la fraccion MaHA-1 analizada por CG-EM.
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Cuadro 2. Compuestos encontrados por CG-EM de la fraccion MaHA-1.

Compuesto TR (min.) m/z (M*)  Abundancia (%)
Tetradeceno (23) 12.56 196 1.81
Tetradecano (24) 12.66 198 1.02
B-Cariofileno (25) 13.09 204 2.67
Hexadeceno (26) 15.06 224 3.14
Hexadecano (27) 15.14 226 1.51
Octadeceno (28) 17.29 252 2.23
Octadecano (29) 17.36 254 1.69
Eicosano (30) 19.37 282 1.21
Tricosano (31) 22.08 324 1.57
Tetracosano (32) 23.00 338 1.25
Pentacosano (33) 24.14 352 4.61
Heptacosano (34) 27.25 380 10.15
Escualeno (35) 29.38 410 28.92
Nonacosano (36) 30.19 408 18.84
Hentriacontano (37) 32.54 436 14.81
Tritriacontano (38) 35.63 464 3.21
(23) (24) (26) (27) (28)
(25)
(29) (30) (31) (32) (33) (34)
(35) (36) (37) (38)

Esquema 2.Compuestos identificados mediante CG-EM de la fraccion MaHA-1.

Escualeno (35, TR= 29.37 min., A= 28.92 %) es un intermediario triterpenoide en toda la
familia de esteroles que ha demostrado tener capacidad antioxidante y protectora de la piel
contra los rayos UV. Sin embargo; no se ha reportado su actividad antimicrobiana. Esto
puede deberse a que, como la mayoria de los compuestos identificados son hidrocarburos no

reportan algun tipo de actividad biolégica (Huang et al, 2009). Por otro lado, p-cariofileno
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(25, TR=13.08 min., A= 2.67 %) es un compuesto de tipo sesquiterpéenico, se ha encontrado
en algunas especies de menta, Humulus lupulus y es uno de los compuestos que contribuye
al aroma de la pimienta negra (Piper nigrum) que ha revelado tener actividad antimicrobiana
contra bacterias gran positivas como P. aeruginosa, P. vulgaris y Salmonella sp., también
contra microorganismos gran negativos como E. coli y E. faecalis, pero la baja cantidad de
este presente en el extracto no le permite exhibir su actividad bioldgica contra las bacterias
evaluadas (Jirovetz et al, 2002, Jirovetz et al, 2006; Park et al, 2016).

7.2.1.2.  Fraccionamiento cromatogréafico y analisis de MaHA-4.

De acuerdo con los rendimientos observados en el fraccionamiento primario del extracto
MaHA (Tabla 2), la fraccion con clave MaHA-4 que fue obtenida al combinar fracciones
eluidas con una mezcla de hexano, acetato de etilo 50:50, fue la que se obtuvo en mayor
cantidad (4.4798 g). Esta fraccion se aplico a una columna cromatogréfica de gel de silice,
eluyendo con un gradiente de hexano, mezclas de hexano y acetato de etilo y acetato de etilo
con metanol, dando un total de 17 fracciones secundarias. La fraccion MaHA-4-8 (301 mg),
obtenida al eluir con 86:14 Hx:AcOEt mostré una mancha homogénea en CCF por lo que se
analizé6 mediante *H-RMN y *C-RMN a 200 MHz (Espectros 2 y 3).

El espectro de *H RMN (Espectro 2) de este compuesto mostro sefiales en la region de los
protones aromaticos, asi como sefales intensas en la region de los protones alifaticos. La
expansion de la zona de 6 6.4 a 9.8 muestra un sistema AB en 8 7.71 (d, 1H, J= 159 Hz) y
6.45 (d, 1H, J= 15.9 Hz), con constante de acoplamiento de 15.9 Hz, lo que indica que se
trata de los protones de un doble enlace con configuracion trans. Por otro lado, en esta misma
region, las sefiales a 6 7.18 (d, 1H, J= 1.7 Hz) y 7.07 (d, 2H J = 8.3 Hz) forman parte de un
sistema ABX aromatico, sugiriendo la presencia de un derivado de acido cinamico. La
pequefia sefial a & 9.81 (s) corresponde al proton de un fenol, y la sefial singulete a & 3.84 y
que integra para tres protones, se asigna a un metoxilo aromatico. Conjuntando estas
evidencias espectroscépicas, la estructura de este compuesto es la de un acido ferulico. La
ausencia del protén del &cido carboxilico sugiere que éste se encuentra esterificado,
probablemente con un alcohol alifatico, como lo evidencian las sefiales a 6 2.08, 1.72, 1.63

y 1.29 observadas a campo alto.
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Espectro 2. Experimento *H-RMN (200 MHz, CDCls3) de MaHA-4-8.

El espectro de RMN 3C de este compuesto (Espectro 3) mostro sefiales caracteristicas de un
acido ferulico, sin embargo; mostré otras sefiales indicando que la fraccién analizada puede
poseer una mezcla de compuestos. En 6 171.7 se observa una sefial de carbono cuaternario
caracteristica de &cidos carboxilicos, en 6 151.6 y 145.8 se pueden observar dos sefiales que
corresponden a carbonos aromaticos cuaternarios posiblemente unidos a un atomo de
oxigeno cada uno. En la region de carbonos aromaticos se observan cuatro sefiales distintas
a0125.1,124.4,123.4y 111.5, estas sefiales corresponden a carbonos de metinos, lo anterior
sugiere que se trata de un benceno trisustituido. La sefial a 6 125.1 corresponde a un carbono
cuaternario que probablemente se encuentre unido a otro carbono. En 6 142.0 y 117.4 se
observan dos sefiales de carbonos de metinos que confirma la presencia de un sistema AB
que estén formando un doble enlace y en & 56.0 se observa una sefial de un carbono sp® que
estd unido a un &tomo de oxigeno, seguramente es el carbono de CH3 de metoxilo. Por Gltimo,
en la region de carbonos de tipo alifatico se observan sefiales con desplazamientos de 6 29.8,

22.8'y 14.2, entre otras, que corresponden a carbonos sp® de una cadena alifética.
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Espectro 3. Experimento *C-RMN (50 MHz, CDCl3) de MaHA-4-8.

Las evidencias mostradas hasta el momento indican que la estructura de este compuesto esta
constituida, por una parte, por una unidad de &cido ferulico, probablemente esterificada con
un alcohol alifatico, en la cual falta determinar la longitud de la cadena.

Para determinar la longitud de la cadena se realizé una transesterificacién con BF:-MeOH
como se indica en el esquema 1 de la seccion 6.5.2.2. Las fracciones resultantes de la

purificacion cromatografica de la mezcla de reaccion fueron analizadas por *H-RMN a 200

MHz obteniendo los espectros 4 y 5.
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Espectro 4. Experimento de *H-RMN (200 MHz, CDCls) de la purificacion de MaHA-4-
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Espectro 5. Experimento de *H-RMN (200 MHz, CDCls) de la purificacion de MaHA-4-
8A3.
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Como se observa en el espectro 4, en la fraccidn menos polar no se observan las sefiales del
ferulato, pero se observan sefiales a frecuencia baja (1- 2.5 ppm) que indican la presencia de
grupos alifaticos. En & 0.88 se observa una sefial maltiple que corresponde a un metilo
terminal en una cadena alifatica, en & 1.25 se observa una sefial simple e intensa que
corresponde a los metilenos que conforman a la cadena alifatica, en 2.30 (t, J= 7.5 Hz, 2H)
se observa un triplete que integra para dos hidrdgenos correspondiente al metileno en
posicién alfa a un carbonilo. Por ultimo, en 3.66 ppm también se observa una sefial simple
correspondiente a un grupo metoxilo indicando que se trata de un acido graso saturado. El
analisis de RMN H de la fraccion de mayor polaridad (Espectro 5), indicé que se trata de la

materia prima sin reaccionar.

El andlisis por CG-EM (Anexos 1y 2) de los productos obtenidos en la fraccion menos polar
de la reaccidon de transesterificacion indicd la presencia de una mezcla de siete ésteres
metilicos de acidos grasos como se indica en el cuadro 3. Los ésteres mas abundantes son
hexadecanoato de metilo (40, TR= 18.75 min., A= 36.08 %), seguido de octadecanoato de
metilo (43, TR=20.62 min., A= 14.56 %), (Z,2)-9-12-octadecadienoato de metilo (41, TR=
20.32 min., A= 6.84 %) y 8-octadecanoato de metilo (42, TR= 20.38 min., A= 6.65 %). El
andlisis de CG-EM de la fraccién mas polar (Cuadro 4) mostr6 la misma proporcion de

compuestos.

Cuadro 3. Compuestos encontrados por CG-EM de la purificacion de MaHA-4-8A1.

Compuesto TR (min.) m/z(M*) Abundancia (%)
Tetradecanoato de metilo (39) 16.56 242 2.89
Hexadecanoato de metilo (40) 18.75 270 36.08
E4Z§)-9-12-octadecad|enoato de metilo 20.32 294 6.84
8-octadeceonato de metilo (42) 20.38 296 6.65
Octadecanoato de metilo (43) 20.62 298 14.56
Eicosanoato de metilo (44) 22.35 326 2.66
Docosanoato de metilo (45) 2451 354 4.48
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Esquema 3.Compuestos identificados mediante CG-EM de la purificacion de MaHA-4-8AL1.

Cuadro 4. Compuestos encontrados por CG-EM de la purificacion de MaHA-4-8A3.

TR m/z 0
Compuesto (min) (M) Abundancia (%0)
Hexadecanoato de metilo (40) 18.69 270 35.55
(Z,2)-9-12-octadecadienoato de metilo (41) 20.32 294 7.63
(Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienonato de metilo (46) 20.38 292 9.61
Octadecanoato de metilo (43) 20.60 298 7.15
o) 0
WJ\O/ Wo/
(40) X (41)
o 0
= = -
- 0 WO/
(46) (43)

Esquema 4. Compuestos identificados mediante CG-EM de la purificacién de MaHA-4-
8A3.
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Los resultados descritos anteriormente permiten concluir que la reaccion de
transesterificacion permitid la separacion de los ésteres metilicos de acidos grasos que se
encontraban en mezcla con el ferulato de alquilo, el cual no fue transesterificado con las

condiciones de reaccion empleadas.

Finalmente, para establecer inequivocamente la estructura de la parte alifatica de la molécula,

es necesario llevar a cabo una reaccion de hidrolisis.

7.2.1.3.  Analisis por RMN y CG-EM de la fraccion MaHA-4-11C.

La fraccion con clave MaHA-4-11, mediante su analisis por CCF solo mostr6 2 manchas por
lo que se decidio purificar para identificar por RMN y CG-EM cada una de ellas (Tabla 4).

Al observar una sola mancha en la fraccion MaHA-4-11C, ésta se analizé por RMN de 500
MHz en 1D y 2D. El andlisis del experimento de *H-RMN de esta fraccion mostré sefiales
caracteristicas de un esqueleto de un derivado de acido cinamico: mostrando que en esta
fraccion también se observan sefiales muy semejantes a las vistas en los espectros 2 y 3, las
cuales corresponden al esqueleto del acido ferdlico. Queda pendiente la asignacion
inequivoca de las sefiales a campo alto. Para ello se tomaron los datos obtenidos en CG-EM.

En el cromatograma (Anexo 3), se puede observar la presencia de al menos 4 compuestos
mayoritarios, entre ellos destaca nuevamente la presencia de ésteres de acidos grasos y un
alcohol primario, 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (48, TR= 21.45 min.), el cual es el
compuesto mayoritario con 27.18 % (cuadro 5, esquema 7), por lo que muy posiblemente
este alcohol se encuentre unido como éster al esqueleto de ferulato. De esta manera se
propone la siguiente estructura (50). Sin embargo, al igual que el producto obtenido de la
reaccion de la fraccion V111, debe realizarse una hidrdlisis con la finalidad de corroborar los

2 componentes de la estructura propuesta.
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Esquema 5. Ferulato de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenilo (50).

Cuadro 5. Compuestos encontrados por CG-EM de MaHA-4-11C.

Compuesto (r-nrilfl ) m/z (M) Abu(r&a)mua
Hexadecanoato de metilo (40) 18.68 270 11.0
Hexadecanoato de etilo (47) 19.35 284 16.23
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (48) 21.45 278 27.18
Escualeno (35) 29.25 410 31.29
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Esquema 6. Compuestos identificados mediante CG-EM de MaHA-4-11C.

Los esteres de &cido ferulico se han encontrado en una gran variedad de plantas por ejemplo

en las cicadas (Cycas vespertilio) entre otras gimnoespermas y algunas especies de espadaiias

(Typha domingensis y T. latifolia) (Kolattukudy y Espelie, 1989; He et al, 2015; Ragasa et

al, 2015; Domergue y Kosma, 2017). La funcién principal de estos es como antioxidante

(Teixeira et al, 2013). Asi mismo se ha intentado desvelar su actividad como

antimicrobianos. De esta manera, Baranowski y Nagel (1983) demostraron que el éster

metilico de &cido fertlico tuvo efecto bacteriostatico al reducir el crecimiento de P.

fluorescens. Un posible mecanismo sugiere que la inhibicion de crecimiento se debid a una
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inhibicidn de la respiracion celular y al agotamiento resultante de la energia celular (ATP) y
no solo a los efectos generales de la alteracion de la membrana bacteriana. Por otro lado, aun
no se cuenta con informacion sobre los efectos antimicrobianos de estos derivados de &cido
cinamico de cadena larga, por lo que seria de gran interés evaluar estos en las cepas de estudio

(Domergue y Kosma, 2017).

7.2.2. Fraccionamiento cromatografico de MaHHA

Siguiendo la metodologia descrita para el fraccionamiento del extracto con clave MaHHA
(seccion 6.4.3), se obtuvieron 5 fracciones primarias. A partir del analisis cromatogréafico de
la fraccion MaHHA-3 se obtuvieron 6 fracciones secundarias cuyos datos se encuentran

descritos en la tabla 6.

7.2.2.1.  Elucidacion estructural de Quercetin 3-O-B-D-ramnosido.

El compuesto Quercetin 3-O-B-D-ramnosido (9), fue aislado de la fraccion MaHHA-3-5
como se indica en la seccion 6.4.3.2. Se tomaron 10 mg para su analisis por RMN de 500
MHz en 1y 2 dimensiones (1D y 2D) con los siguientes experimentos: *H, DEPTQ, COSY,
HSQC y HMBC. A partir de estos experimentos se llevd a cabo la asignacion de las sefiales

de proton y carbono como se muestra en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Asignaciones de Quercetin 3-O-B-D-ramndsido (9).

Tipo de HSQC (6 ppm)

Pos carbono T T HMBC COSsYy

2 C - 159.0 7.29(3), 7.34(3)

3 C - 136.0 5.34

4 C - 179.3 6.36 (4), 6.20 (4)

5 CH 6.36 (1H, d, J= 2.1 H2) 94.6 6.20(3)

6 C - 165.4 6.20(2), 6.36(2)

7 CH 6.20 (1H, d, J= 2.1 H2) 99.7 6.36(3)

8 C - 162.8 6.20(2)

9 C - 158.2 6.36(2)

10 C - 105.8 6.20(3), 6.36(3)

I C - 122.7 -

2’ CH 7.34 (1H, d, J= 2.1 Hz) 116.8 7.29(3)

3’ C - 146.0 6.91 (3)

4 C - 149.4 7.29(3), 7.34(3)

5' CH 6.91 (1H, d, J= 8.3 Hz) 116.1 - 7.29
6’ CH 7.29 (1H, dd, J=8.3, 2.1 Hz) 122.7 6.91(2), 7.34(3) 6.91
1 CH 5.34 (1H,d J=1.6 Hz) 103.2 - 4.23
2” CH 4.23 (1H, dd, J= 3.4, 1.7 Hz) 715 - 3.76,5.34
3” CH 3.76 (1H, dd, J=9.4, 3.3 Hz) 71.8 3.34(2) 4.23,3.34
4> CH 3.34 (1H, m) 73.0 3.76(2), 4.23(3) 3.76
57 CH 3.41(1H, m) 71.7 5.34(3) 0.94
6> CHs 0.94 (3H, d, J= 6.1 Hz) 17.5 3.34(3) 3.41

De acuerdo con el analisis del experimento DEPTQ (Espectro 12), se observaron 21 sefiales
de carbono de las cuales, 10 pertenecen a carbonos cuaternarios, 10 pertenecen a grupos
metino y una corresponde a un grupo metilo.

En la region aromatica del espectro de *H (Espectro 11) se observan dos sistemas de espines:
el primero es un sistema ABX con sefiales en 6 7.34 (1H, d, J= 2.1 Hz), 7.29 (1H, dd, J=
8.3, 2.1 Hz) y 6.91 (1H, d, J= 8.3 Hz) indicando la presencia de un anillo aromatico 1,3,4
trisustituido, esto debido a las constantes de acoplamiento de tipo orto (8.3 Hz) y meta (2.1
Hz) . Un segundo sistema AB se puede observar en 6 6.36 (1H, d, J= 2.1 Hz) y 6.20 (1H, d,
J= 2.1 Hz) que indican la presencia de un segundo anillo aromatico tetra sustituido debido a
que solo se puede observar la constante de acoplamiento de tipo meta (2.1 Hz).

A frecuencia un poco mas baja, entre 3y 5 ppm, se observan 5 sefiales de hidrogenos bases
de oxigeno en 4 5.34 (1H, d J= 1.6 Hz), 4.23 (1H, dd, J= 3.4, 1.7 Hz), 3.76 (1H, dd, J= 9.4,
3.3 Hz), 3.41(1H, m) y 3.34 (1H, m); la sefial en 5.34 ppm indica la presencia de un hidrégeno
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anomérico caracteristico de una molécula de azucar. El experimento de COSY (Espectro 13)
muestra que estos hidrdgenos acoplan entre si reforzando la sugerencia de la existencia de
una molécula de azlcar. Por dltimo, en 0.94 (3H, d, J= 6.1 Hz) ppm se observa una sefial
doble gue integra para tres hidrogenos indicando la presencia de un metilo, nuevamente en
el espectro de COSY se observa que esta sefial correlaciona con la sefial en 3.41 ppm.

En el espectro DEPT se observa una sefial a 3 179.3 ppm que se asigna a un carbono de
carbonilo. En el experimento de HMBC (Espectro 15) esta sefial correlaciona a 4J con los
hidrégenos del segundo sistema tipo AB descrito anteriormente. Por otro lado, la sefial del
hidrégeno anomérico del azdcar correlaciona con un carbono cuaternario de tipo sp? en &
136.0 ppm, sugiriendo que este carbono se encuentra en posicion alfa al carbonilo y tiene un
doble enlace con electrones deslocalizados. El anélisis anterior se propone la siguiente
formula minima: C21H22010 que indica la presencia de un compuesto de tipo flavonoide
glucosilado C6-C3-C6. Finalmente, con ayuda de los espectros de RMN 2D se logro
establecer de manera inequivoca la estructura que tiene por nombre comun quercitrina
(Quercetin 3-O-b-D-ramnésido) (9).

Para el compuesto 9, los datos espectroscépicos obtenidos van acorde con los datos
reportados en la literatura (Waage y Hedin, 1985; Bamigboye y Oluwatoyin, 2014).

De acuerdo con Bamigboye y colaboradores (2014), el compuesto 9 reporta una débil
actividad antimicrobiana contra cepas de S. aureus NCTC 6571 y B. subtilis NCTC 8236.
Una explicacién por la cual se observa una actividad casi nula es porque el azicar unido a la
quercetina hace de este compuesto una sustancia mas hidrofilica que es incapaz de atravesar
las membranas celulares bacterianas. Por lo que se necesitaria administrar en conjunto con
una enzima capaz de romper esa union y asi la quercetina tendria mejor actividad tal como

lo demuestran Wang y colaboradores (2018).
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Principales correlaciones COSY y HMBC de 9.
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7.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos crudos

A través de la prueba de Kirby-Bauer se evaluaron los 9 extractos crudos, asi como 6
adicionales debido a que, una muestra representativa (100 mg) de estos extractos que
presentaron color fue decolorada (Figura 1). De esta manera se pretendié que el color
presente en las muestras a evaluar no interfiriera con los resultados obtenidos de actividad
bioldgica que estos presentaran.

De los 15 extractos sometidos a evaluacion, los extractos de tallos de M. albida obtenidos
con hexano 100% (MaTH), acetato de etilo 100% (MaTA) e hidroalcohdlico (95:05
MeOH:H.0) (MaTHA) tuvieron actividad a una concentracion de 12.5, 25, 50 y 100 mg/mL
contra S. aureus ATCC BAA 1026. Se utiliz6 vancomicina como control negativo de
crecimiento mismos que se muestran en las tablas 7 a 9.

Cabe enunciar que estas pruebas fueron realizadas por triplicado y los datos mostrados son

los promedios de las tres mediciones.

Tabla 7. Porcentaje de efecto inhibitorio del extracto MaTH contra S. aureus ATCC BAA
1026.

Concentracion Promedio de
del extracto diametros

total (mg) (mm)
12.5 0
25 11.5
50 11.66
100 12.5

Tabla 8. Porcentaje de efecto inhibitorio del extracto MaTA contra S. aureus ATCC BAA
1026.

Porcentaje de
efecto inhibitorio
con relacion al

Concentracion Didmetrode Diametrode Didmetrode Promedio de
del extracto inhibicion 1 inhibicion 2  inhibicion 3 diametros

total (mg) (mm) (mm) (mm) (mm) control (%)
125 10 8 8 8.6 34.85
25 10 9 8 9 36.49
50 11 10 9 10 40.55
100 12 11 10 11 44.60
Control 24 25 25 24.66
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Tabla 9. Porcentaje de efecto inhibitorio del extracto MaTHA contra S. aureus ATCC BAA
1026.

Porcentaje de
efecto inhibitorio
con relacion al

Concentracion Diametrode Diametrode Diametrode Promedio de
del extracto inhibicibn 1  inhibicién 2  inhibicion 3 diametros

total (mg) (mm) (mm) (mm) (mm) control (%)
12.5 8 7 8 7.6 30.4
25 9 9 9 9 36
50 10 9 10 9.6 38.4
100 9 11 11 10.3 41.2
Control 25 26 24 25

Control positivo (+): Vancomicina
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Figura 3. Extracto de MaTH Figura 4. Extracto de MaTA Figura 5. Extracto de MaTHA
contra S. aureus ATCC BAA contra S. aureus ATCC BAA contra S. aureus ATCC BAA
1026. 1026. 1026.

De las pruebas realizadas en las tres cepas de bacterias, los extractos solo inhibieron a S.
aureus en concentraciones de 12.5 y hasta 100 mg/mL, frente a ATCC Staphylococcus
aureus BAA 1026. En dichas tablas se observa que el porcentaje de inhibicidn es dependiente
de la concentracion aplicada en cada ensayo.

Para la interpretacion de las medidas de los halos de inhibicion como sensible, intermedio o

resistente, se usaron los datos descritos en la siguiente tabla (Cavalieri et al, 2005).

Tabla 10. Criterios interpretativos de medidas de halos de inhibicion contra S. aureus.

Interpretacion de resultados
Resistente (R) Intermedio (I) Sensible (S)
6-16 mm 17-21 mm 22-34 mm
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Al comparar las medidas de los halos de inhibicion proporcionadas por los extractos
evaluados (Tabla 7-9 y figuras 3-5) con criterios interpretativos se observa que S. aureus es
resistente (R) a las concentraciones de extracto evaluados por este método. Esto podria
indicar una cierta resistencia del microorganismo a los componentes que los extractos
pudieran contener.

S. aureus, es un microorganismo de la flora normal que esta asociado con la piel, glandulas
de la piel y membranas mucosas. Por lo que la capacidad de volverse un agente invasor de
su huésped a través de diversos factores de virulencia y la rapida adquisicion de fendmenos
de resistencia a multiples farmacos lo convierte en uno de los patdgenos bacterianos mas
notorios en la especie humana. Debido a ello, el tratamiento de estas infecciones ha estado
en constante evolucion (Rodriguez y Vesga, 2005, Tadesse et al, 2018).

Dentro de los mecanismos en que las bacterias se vuelven resistentes a los medicamentos se
sabe que la bacteria produce enzimas que destruyen al agente antimicrobiano antes de que
este alcance su blanco o lo modifica para que este no sea reconocible por su diana
farmacoldgica, por ejemplo; la produccion de B-lactamasas que hidrolizan el anillo -
lactamico de las penicilinas como la meticilina y oxicilina. Otro mecanismo de resistencia se
refiere a la presencia del gene erm que modifica la unién ribosémica de los macrélidos como
eritromicina, lincosamidas y estreptograminas B. Por otro lado, en afios recientes se han
descrito mecanismos de resistencia a vancomicina, en parte se debe al engrosamiento de la
pared celular misma que contiene precursores capaces de fugar al farmaco extracelularmente,
aunque este fenémeno no esté del todo claro (Cavalieri et al, 2005, Munita y Arias, 2016)
Con base a lo anterior, alguno de estos mecanismos puede estar interviniendo en la no
inhibicidn de estos extractos frente a esta bacteria. Sin embargo; queda aislar e identificar a
los metabolitos presentes en estos extractos ya que se ha demostrado que los eventos de
sinergia o antagonismo por la interaccion de una o mas moléculas en los extractos puede
afectar la actividad antimicrobiana vista en la evaluacion por el método de Kirby-Bauer.

De acuerdo con lo descrito por Avellaneda y colaboradores (2005), una cepa bacteriana es
muy sensible cuando la sustancia evaluada presenta una CMI inferior a 12.5 mg/ml, de
mediana sensibilidad, entre 12.5 y 50 mg/mL y de baja sensibilidad cuando la CMI estéa entre
50 a 100 mg/mL. Asi mismo, queda pendiente la determinacion de la CMI de estos extractos

y compuestos puros por métodos cuantitativos como lo es el método de difusion en pozo.
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Conclusiones

8. Conclusiones

Los extractos de tallos de M. albida evaluados mediante la técnica de Kirby-Bauer
presentaron actividad inhibitoria contra Staphylococcus aureus ATCC BAA 1026 en
concentraciones a partir de 25 mg/mL para el extracto hexanico y 12.5 mg/mL para el
extracto de acetato de etilo e hidroalcoholico. Sin embargo , los halos de inhibicion obtenidos

en la prueba indican cierta resistencia del microorganismo hacia los extractos evaluados.

Dentro del estudio quimico, del extracto de hojas de acetato de etilo (MaTA) se aislo un
compuesto el cual, mediante técnicas de RMN uni y bidimensional y CG-EM, fue
identificado como mezclas de ferulatos de alquilo, entre los cuales esta el ferulato de
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenilo (50).

Asi mismo, del extracto hidroalcohdlico de hojas de M. albida (MaTHA) se aisl6 un polvo
amarillento de la fraccion con clave MaHHA-3-5, el cual fue identificado como Quercetin 3-
O-B-D-ramndsido (9). Estos compuestos se reportan por primera vez para la especie en

estudio.

El estudio quimico-farmacolégico de la planta Mimosa albida permite contribuir a validar el

uso etnomédico que se la da en la medicina tradicional mexicana.
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Perspectivas

9. Perspectivas

Determinar la CMI de los extractos de tallos de Mimosa albida hexanico (MaTH), de acetato
de etilo (MaTA) e hidroalcéholico (MaTHA) haciendo una prueba cuantitativa como lo es el
método de difusion en pozo.

Determinar de manera inequivoca la estructura de la mezcla de compuestos entre los cuales

se encuentra el compuesto 49.

Realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana por los métodos de Kirby-Bauer y
difusion en pozo de ferulato de 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecenilo (50) y Quecetin 3-O-f-

D-ramnosido (9).

Realizar la separacion y aislamiento de los compuestos presentes en los extractos activos
MaHT, MaTAy MaTHA.
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