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RESUMEN

En la presente tesis se estudia la especie vegetal Prosopis laevigata, proveniente del estado
de Morelos, Mgxico, con el objetivo de identificar extractos o fracciones con actividad
antiinflamatorid y antimicrobiana. El uso de medicamentos con actividad antiinflamatorias
como los AINEs, reptesentan un riesgo significativo para la poblacion, especialmente para
quienes requieren su uso frecuente dado que estos pueden ocasionar dafios en 6rganos como
el corazon, instestino delgado, estdbmago y cerebro. Por otra parte, la resistencia a los
antimicrobianos es un grave problema a nivel mundial para el sector salud, ya que los
medicamentos para tratar enfermedades contra bacterias, virus, parasitos u hongos estan

siendo menos efectivos, por lo que se’necesitan nuevos.

Para el desarrollo del estudio se uso.columna cromatrografica para la separacion de
compuestos, y se realizaron pru€bas in vivo_e.in vitro. A partir de esa informacién se

obtuvieron los datos de actividad antumierobiana y antiinflamatoria.

Los resultados indican que la reunion R9¢que presentd/valores menores a 25 pg/mL contra
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pnetimoniae, Salmonella dublin, Pseudomonas
aeruginosa 'y Candida albicans. R4 y R9, mostraron inhibi€iones del edema de 74.15% y
75.74% respectivamente, dichos porcentajes son cercanos” al firmaco de referencia,

indometacina (87.48%).

Se concluye que Prosopis laevigata es una fuente de metabolitos con potencial
farmacologico.

Palabras clave: Prosopis laevigata; antiinflamatorio; antimicrobiano; AINEs
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ABSTRACT

This thesisstudies the plant species Prosopis laevigata, native to the state of Morelos,
Mexico, with=the aim of identifying extracts or fractions with anti-inflammatory and
antimicrobial\activity. The use of anti-inflammatory drugs such as NSAIDs poses a
significant risk tothejpopulation, especially for those who require frequent use, as these drugs
can cause damage toorgans such as the heart, small intestine, stomach, and brain. On the
other hand, antimicrobiakrésistance is a serious global problem for the health sector, as drugs
to treat diseases caused by baeteria, viruses, parasites, or fungi are becoming less effective,

making new ones necessary.

For the study, a chromatographic celumn was used to separate compounds, and in vivo and
in vitro tests were performed. Based on this information, data on antimicrobial and anti-

inflammatory activity were obtained.

The results indicate that compound R9; which présented values lower than 25 ng/mL against
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella dublin, Pseudomonas
aeruginosa, and Candida albicans. R4 and R9 showed edema inhibition of 74.15% and

75.74%, respectively, which are close to the feference drigsindomethacin (87.48%).

It is concluded that Prosopis laevigata is a source of metabolites with pharmacological

potential.

Key words: Prosopis laevigata; anti-inflammatory; antimicrobial; NSAIDs.
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1. INTRODUCCION

La resisten¢ia=antimicrobiana ocurre cuando el tratamiento contra virus, bacterias, parasitos
u hongos comienzan a dejar de ser efectivos, permitiendo a estos organismos a persistir en el
hospedero, llevando a la propagacion de la enfermedad, su progresion o incluso la muerte.
Este fendomeno represéfita,una amenaza global para el progreso de la salud; se estima que
para el 2050 haya 10,000, muertes cada afio debido a este problema de salud publica.(Tang
et al., 2023)

El proceso inflamatorio se caracteriza por cinco signos clasicos: calor, rojez, dolor, edema y
pérdida de la funcion.(Herrera. & Wendie, 2014) Los farmacos Antiinflamatorios No
Esteroideos (AINEs) comunmenterse utilizan para tratar la inflamacion, pero su uso
prolongado se asocia con efectos adverses. (Abdulkhaleq et al., 2018)

Por siglos, la medicina tradicional en México se ha basado en el uso de plantas medicinales
para tratar varios malestares. Estos incliyen condiciones inflamatorias, infecciones,
desordenes gastrointestinales, quemaduras y diabetes. (Alonso-Castro et al., 2017)(Virginia
etal., 2024) Dentro del género Prosopis,«hay (varias plantas que tienen propiedades
medicinales que son usadas tradicionalménte para“€ltratamiento de resfriados, diarrea,
disenteria, inflamacion, fiebre e incluso promover la”euracion de heridas; en algunas
regiones, las flores de Prosopis son mezcladas con azlicarspata prevenir abortos.(Prabha,
2014)

Considerando el aumento de la demanda de terapias alternativas con menos efectos adversos
y el aumento de la resistencia a los antimicrobianos, este estudio'tuwvo como objetivo el
evaluar la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria del extracto de.acetato de etilo de

Prosopis laevigata.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de las bacterias

Las bacteriag”son microorganismos que pertenecen al reino procariota, se reproducen
mediante fision"binaria replican su ADN, por lo cual, cada célula hija va a tener su mismo
genoma. Se puedensobservar tres formas basicas mediante el microscopio: cocos (formas
esféricas), bacilos (fermas alargadas) y espirilos (formas curvas), es posible apreciar
variaciones en la morfologia-de las bacterias ya sea como una forma de estrella, rectangulares
o planas. De manera macroscopica es posible realizar la observacion de colonias bacterianas,
donde se debe tomar en cuenta: Ja forma de la colonia, sus bordes, la elevacion de la colonia,

la textura, la pigmentacion, el comportamiento Optico. (Flores Tatiana & Vargas Alvin, 2014)

2.1.1 Diferencias entre bacterias

Las bacterias se pueden diferenciat-ensbase d la estructura de la membrana externa, su capa
de peptidoglicano, su contenido de 4cidos teicoico y lipoteicoico asi como su respuesta a la
tincion de gram. A continuacion se describe cada una:

Las bacterias Gram(+): No tienen una membrana ¢xterna, contienen una capa gruesa de
peptidoglicano. Capa gruesa de peptidoglicanos de 30 “a 100 nandmetros, las capas estan
entrelazadas. El peptidoglicano contiene acido teicoico y”lipoteicoico, dan estabilidad
celular. Retienen el colorante de la tincion de Gram, se observananagradas-violetas por la capa
de peptidoglicano. (Silhavy et al., 2010)

Las bacterias Gram(-): Tienen una membrana externa, esta contiefic lipopolisacaridos
déndole una capa mas. Capa delgada de peptidoglicano, ubicada entre la‘membrana interna
y externa, mide de 1 a varios nanometros. No tienen acido teicoico ni Jipoteicoico. No

retienen el colorante de la tincion de Gram, se observan rosas-rojas. (Silhavy‘etal ,2010)

2.2 Generalidades de la bacteria Staphylococcus aureus

Descubierto el género por el médico Alexander Ogston en 1880, ddndole el nombre derivado

del griego staphyle que tiene como significado racimo de uvas. El Staphylococcus es una
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bacteria Gram Positiva formada por cocos que se encuentran agrupados en forma de racimos
de uvas. (Cervantes-Garcia et al., 2014)

La bacteriaStaphylococcus aureus es uno de los patdogenos oportunistas mas frecuentes que
coloniza a losshumanos, a nivel mundial genera alta tasas de mortalidad y morbilidad. Suele
estar presenteen la nariz y en otros lugares como la piel, las axilas, la garganta la ingle e
intestino. Uno deglasigrandes problemas es que la colonizacion no genera sintomas, lo cual
es un factor de riesgos(Howden et al., 2023)

Es mas probable que“unajinfeccion severa por S. aureus ocurra en una persona que se
encuentre en el ambito haospitalario ya sea como paciente o personal de salud aunque las
probabilidades aumentan si estos tienen un sistema inmune debilitado o se someten a una
cirugia. (Piewngam & Otto, 2024)

De acuerdo con el boletin de Infeceiones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS) de la
Red Hospitalaria de Vigilancia Epidentiologica (RHOVE) de la Secretaria de Salud dentro
de los 10 principales microorganismos aislados causantes de las IAAS que fueron notificados
en la plataforma del RHOVE, Staphylococcus@ureus ocup6 el nimero 5 con 2379 IAAS con
diagnostico microbioldgico notificadas en el pefiodo del 1 de enero al 31 de diciembre de
2022. En 2023 Staphylococcus aureus también ocupo el lugar 5 dentro de los 10 principales
microorganismos causales notificados con 2463 IAASY (SECRETARIA DE SALUD, 2022)
(SECRETARIA DE SALUD, 2024)

A Staphylococcus aureus resistente a meticilina se le conoce/€emo una “superbacteria” por
el hecho de tener resistencia a una amplia gama de antibioticos_de uso clinico y no s6lo a la
meticilina, su presencia solia ser solo en el dmbito hospitalariorpero en la actualidad es
posible encontrarla fuera del ambito hospitalaro, incluso se ha encontrado la presencia de
cepas de MRSA en alimentos.(Gonzalez-Machado et al., 2024)

En este sentido, toma mayor relevancia abordar el tema de la resistencia antimicrobiana ya

que esta bacteria cuenta con mecanismos que dificulta su tratamiento.

2.3 Resistencia antimicrobiana

Los antimicrobianos engloban a los antibioticos (actiian contra bacterias), antiviricos (act@iafi
contra virus), los antiparasitarios (actuan contra parasitos) y los antifungicos (actian contra

hongos), dichos permiten la prevencion y tratamiento de enfermedades entre los seres
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human©s, animales y las plantas. La resistencia antimicrobiana ocurre cuando el tratamiento
ya séa“Contra un virus, bacteria, hongo o parasito no funciona derivando a la propagacion de
la enfermiedad, el agravamiento de esta o la muerte, ya que el microorganismo o agente
infeccioso permanece dentro del hospedador. La resistencia a los antimicrobianos es una
amenaza para.el progreso de la salud a nivel mundial, ya que se esperan 10 millones de
muertes por ano para el aiio 2050 relacionado a lo mismo. (de la Salud, 2016) (Tang et al.,
2023)

En especial, la resistencia,a los antibioticos es una de las formas mas criticas o peligrosas de
la resistencia a los antimi€robianos, la cual se describe como la capacidad que tienen las
bacterias de resistir la eficacia gue tienen los antibidticos, haciendo que su efectividad sea
menor o completamente nula para” poder tratar las enfermedades. El uso inadecuado de
antibioticos a desencadenado una era’'de cepas bacterianas resistentes.(Cella et al., 2023)
Ante este panorama es necesario la creacién de nuevos medicamentos.(Muteeb et al., 2023)
Existen diversos mecanismos de resistéficia a los antibidticos, ejemplos de estos son la
limitacién de la absorcion del farmaeo, la=modificacion de los objetivos del farmaco, la
inactivacion de los farmacos y la expiilsion activa de estos lo que permite al microorganismo
sobrevivir a los farmacos ya existentes. (CReygaert, 2018)

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ¢re6 el actonimo ESKAPE, para nombrar a los
patogenos que son de importancia clinica por su resisteneiasalos farmacos: (E: Enterococcus
faecium, S: Staphylococcus aureus o Stenotrophomonas™~maltophilia, K: Klebsiella
pneumoniae o C: Clostridioidies difficile, A: Acinetobacter baumannii, P: Pseudomonas
aeruginosa 'y E: Enterobacteriaceae). Dichas bacterias son un preblema para el sistema de
salud publica. La resistencia a los antibioticos tiene un gran impacto en la'salud, ya que afecta
tanto al humano, como a la vida salvaje y al medio ambiente.(Muteeb et.al., 2023)

Uno de los métodos que mas se utilizan para la evaluacion de la eficacia de"un antibidtico

contra un patdgeno es medir la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

2.4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es la concentracién minima en la que un agénte
bacteriano puede prevenir el crecimiento de un patdgeno en condiciones experimentales.

Usualmente se utilizan las unidades de mg/L (pg/mL).(Kowalska-Krochmal & Dudek-
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Wichef, 2021) La concentraciéon minima inhibitoria se puede llevar a cabo en microdilucion
utilizanide placas con 96 pocillos. En cada columna se colocan microorganismos a estudiar,
antimicrobianos y diluciones, también se maneja un control de crecimiento. Después de la
incubacidnése-observa la turbidez o se agregan sales de tetrazolium, los microorganismos
vivos reducen.las.sales de tetrazolium permitiendo un cambio de coloracion en la placa.
(Stella Ramirez Profesor Asociado & Marin Castafio, 2009). Esto quiere decir que si hay
inhibicién de las bacterias no habrd cambio de coloracion, por otra parte, si las bacterias
lograron sobrevivir a ciertayconcentracion, habra un cambio de coloracion.

Para la determinacion de 1a CMI no se utilizara un lector de ELISA.

2.5 Generalidades de la inflamacion

La inflamacién es un mecanismo de defensa natural del organismo frente a dafios internos o
externos, en el que participan tanto 1a" respuesta inmune innata como la adquirida. Este
proceso estd mediado por moléculas llamadas citocinas como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN~y).y diversas interleucinas entre las cuales podemos
encontrar la IL-1pB, IL-6, IL-10 y la*IL:32. (Gonzdalez-Costa & Padron Gonzalez, s/f) El
proceso inflamatorio cuenta con signes_ caractéristicos: calor (provocado por una
vasodilatacion), rubor (derivado del aumento~del flujo sanguineo), dolor (causado por la
distension de los tejidos ademas de la liberacion de prostaglandinas), edema (resultado del
aumento de la permeabilidad capilar), pérdida de la funcionalidady(Herrera & Wendie, 2014)
La inflamacion puede ser aguda o cronica. (Gonzalez-Costa & Padron Gonzalez, s/f)(Herrera

& Wendie, 2014)

2.5. 1 Inflamacioén aguda y crénica

Existen datos claves para poder diferenciar una inflamacion aguda de una croni€a.eomo son
la duracion, la naturaleza de las células implicadas en la inflamacion, el resultade, de la
respuesta inflamatoria, las manifestaciones clinicas, los mecanismos y mediadores. A
continuacion, se describe cada una:

La inflamacion aguda: comienza en cuestion de minutos, es rapida, tiene como funciém

resolver el dafo, hay presencia de neutrofilos (leucocitos polimorfonucleares), estos tienen
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comorfuncion ir directo al sitio de la lesion para eliminar al patdogeno. Las manifestaciones
clinieas son notorias ya que puede haber enrojecimiento, calor, hinchazoén, dolor y en algunas
ocasiones hasta pérdida de la funcion, puede presentarse fiebre. Se involucran mediadores
proinflamatories y citocinas que se liberan rapidamente lo que da como resultado a la
respuesta vascular, aumento de la permeabilidad y reclutamiento de las células
inmunitarias(Ward} 2014)

La inflamacion cronica: puede tener una duraciéon de semanas, meses y anos. Una
inflamacion aguda puede.evolucionar a inflamacion cronica cuando esta no se logra tratar,
exponerse a irritantes o un(patégeno persistente. Para la defensa del organismo se involucran
linfocitos, macrofagos, y células-plasmaticas debido a que hay una respuesta inmunolédgica
prolongada y existe dafio tisular. J£0s sintomas pueden ser intermitentes 0 menos notorios.

(Ward, 2014)

2.5.2 Farmacos para tratar la inflamacion

Los farmacos utilizados para tratar4da.inflamagion son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) y los corticoides (esteroideos),/su uso prolengado se asocia con efectos nocivos
hacia el consumidor. (Abdulkhaleq et al.,2018)

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideostambién conocidos como AINEs cuentan con
propiedades antipiréticas, antiinflamatorias y analgésicas. Son de los farmacos més utilizados
diariamente, con una estimacion 30 millones de usuarios. A nivehmundial de un 5 al 10% de
las prescripciones medicas corresponden a los AINEs, aunque su€len ser mas frecuente en la

poblacion mayor a 60 afios.(Sohail et al., 2023)

2.5.3 Clasificacion de los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINEs)

Los AINE:s se pueden clasificar de acuerdo con su estructura quimica de la siguieéhte’'manera:
derivados del acido salicilico (acido acetilsalicilico, salicilato de sodio, difunisal)yderivados
del acido aril y heteroarilacético (ibuprofeno, fenoprofeno, naproxeno, oxaprozin), derivados
del acido indol e indeno acético (indometacina, sunlindaco, etodolaco), derivados del acido
antranilico (diclofenaco, 4cido mefendmico, acido meclofendmico) y derivados del acide

endlico (piroxicam, meloxicam).(Bindu et al., 2020)
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2.5.4 Riesgo del uso de farmacos para tratar la inflamacion

A pesar de las propiedades farmacoldgicas conocidas de los AINEs se ha observado que éstos
pueden generar, dafio a nivel de 6rganos como el estobmago, el intestino delgado, el corazon,
el higado, los rifiones, el tracto respiratorio y el cerebro.(Bindu et al., 2020)

En este contexto esneCesario el uso de modelos experimentales para la evaluacion de nuevas
sustancias con potencialantiinflamatorio, un ejemplo de esto es el modelo de edema auricular

en raton inducido por el 12-@-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).

2.5.5 Modelo de edema auricular en ratén inducido por TPA

El 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato?(TPA) es un agente quimico que ocasiona dermatitis
irritante, se utiliza en estudios in vivo para evaluar efectos antiinflamatorios, la funcion del
TPA es la activacion de vias celulares que'conducen a la inflamacion a través de 1a generacion
de mediadores inflamatorios. (You-etal.,, 2019)(Nakamura et al., 2020) El TPA se utiliza
para inducir inflamacion en modelos ‘de, raton{especificamente provocando edema en las
orejas de estos, lo que permite evaluar la respuésta-inflamatoria y la efectividad de los

extractos que se utilizan.(Carlson et al., 1985)(Paya et al©<1993)

2.6 Importancia de las plantas medicinales

El uso tradicional de las plantas medicinales en México ha existido/desde tiempos antiguos.
Muchas de las plantas que utilizaron nuestros antepasados sirviergh para tratar molestias
como la inflamacién, gripe, diarrea, dolor, quemaduras, diabetes. (Alonso-Castro et al.,
2017)(Virginia et al., 2024) En nuestro pais existe una gran cantidad de plantas,medicinales
y pocas de ellas son estudiadas a nivel cientifico como lo es la farmacologiay fitoquimica,
toxicologia y farmacocinética.(Alonso-Castro et al., 2017) De todas las especies de plantas
que hay en nuestro pais solo el 10% se puede considerar como plantas medicinales:(Virginia
et al., 2024)

Las plantas generan metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos primarios son
necesarios para el crecimiento y desarrollo de la planta, por otra parte, los metabolitos

secundarios no son esenciales para vivir, pero los utilizan para defensa de los depredadores
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o atra€cion para polinizacion, esto ha permitido encontrarles su uso como farmacos; se
clasifican en tres grupos de compuestos: fenolicos (contienen anillos de benceno y estan en
algunos«€asos glicosilados), terpenos y esteroides (esos provienen de la biosintesis del
mevalonato‘para formar el isopreno), y los compuestos que contienen nitrogeno.(Twaij &
Hasan, 2022)

Dentro de los compuestos fenolicos, hay un grupo que genera interés especial en este estudio:

los flavonoides, los‘cuales se abordaran mas adelante en este trabajo.

2.7 Flavonoides

Los flavonoides son uno de los gfupos de metabolitos secundarios producidos por las plantas
de gran importancia ya que estos“cuentan con aplicaciones en la alimentacion y en la
medicina. La estructura base de un flavonoide consiste en una estructura de C6-C3-C6, la
cual es equivalente a los anillos ACB de la estructura general de un flavonoide; los
flavonoides se clasifican en LJ7Subgrupos: chalconas, auronas, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, flavonoles, flobafenos antocianinasy proantocianidinas, leucoantocianidinas,

dihidroflavonoles.(Liu et al., 2021)
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Estructura general de un flavonoide Dihidroflavonol (Flavanonol)

o, Oy C

Flavanona Flavona Isoflavona

O O O
X
e g
OH

Aurona Antocianina

l |
OH
OH

Leucoantocianidina (Flavan-3,4-ol) Flavonol Flobafeno

Proantocianidina

° l

OH

Figura 1. Estructura general de los flavonoides y subgrupos

Se ha reportado que los flavonoides cuentan con actividad ‘bielogica tales como
antitromboticos, inhibidores de la activacion leucocitaria, vasodilatador, ‘antioxidante, entre
otros.(Pacheco et al., 2021)

La actividad antioxidante de los flavonoides deriva de las propiedades quelantes.del hierro y
secuestradoras de los radicales libres.(Encino & Arroyo, 2011)

La actividad antiinflamatoria de los flavonoides esta vinculada con la inhibicion de€nzimas
que se encuentran implicadas en el metabolismo del 4cido araquidénico, ejemplos de €stas
son la ciclooxigenasa, lipooxigenasa, fosfato dinucleotido adenina nicotinamida (NADPH)

oxidasa y xantina oxidasa.(Encino & Arroyo, 2011)
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La actividad antibacteriana de los flavonoides se vincula con la interferencia que causan con
las bieapas lipidicas ya que ocasionan una disrupcioén de la membrana bacteriana e inhiben
procesosComio el de la formacion de biopeliculas, sintesis de la envoltura celular, sintesis de

acidos nucléices, cadena de transporte de electrones y sintesis de ATP.(Dias et al., 2021)

2.8 Antecedentes de Prosopis laevigata

2.8.1 Clasificacion taxonomica de Prosopis laevigata
La especie Prosopis laevigata (Humb. & Bonpl. Ex Wild) es clasificada taxonémicamente
dentro del reino Plantae, division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida (dicotiledoneas),

subclase Rosidae, orden Fabalessfamilia Fabaceae y género Prosopis.

(Delgado Nuiiez, 2020)

2.9 Familia Fabaceae

La familia fabaceae (leguminosas), es una familia muy diversa ya que se encuentra en casi

todos los hébitats. Esta familia tiene como caracteristica la presencia de un fruto denominado
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legumbre. Se conforma por arboles, arbustos, hierbas perennes con hojas compuestas y
estipuladas. Es de gran importancia en el ambito alimenticio debido a que las leguminosas
son uno«dedos alimentos mas cosumidos por el hombre. Sus vainas se consumen por sus
granos: habasy lentejas, garbanzos, chicharos, frijoles, judias, poroto, soya, cacahuate,
tamarindo.(Gap'& Fdb, s/f)

Es necesario recordat que hay tres factores de manera global importantes para que las plantas
se puedan desarrollarzagua, nitrégeno y fosforo; los cuales al escasear no permiten que las
plantas crezcan. Sin embargo, la familia Fabaceae mostr6é que presenta una resistencia a la
sequia, en especial los pastizales.(Fort, Cruz, et al., 2015)

Dentro de esta familia hay muchas plantas importantes para el ecosistema ya que tienen la
capacidad para fijar nitrogeno, este’gracias a la simbiosos con la bacteria Rhizobium, eso si,
no todas las plantas de esta ‘familia pueden fijar nitrogeno.(Fort, Jouany, et al.,
2015)(Marcellus et al., 2024) Esta capacidad de fijacion de nitrégeno favorece el crecimiento

de las leguminosas en suelos deficientes d€ nitrogeno.(Dovrat et al., 2020)

2.10 Subfamilia Mimosoidae

Las plantas de esta subfamilia tiefien/cuentan”con la combinacién de las siguientes
caracterisitcas: son arboles, arbustos pero en raras ocasiones son hierbas; las hojas son
pinnadas o bipinnadas con varios pares, tienensestipulas pero suelen ser pequefias o presentar
modificaciones y ser espinas, estambres de mismo nimero+0_del doble del nimero de los
pétalos o més de 10, 1 a 35 semillas por legumbre.(M., 2007)@eyYucatan et al., 2017)

Esta subfamilia crece en diferentes regiones de México principalmente en las tropicales,

subtropicales, aridas y semidridas pero es menos comun en las templadas.(M., 2007)

2.11 Género Prosopis

El género Prosopis pertenece a la familia de las leguminosas, subfamilia mimoseideae, se
encuentra ampliamente distribuido en lugares donde la regiones aridas y semidridas, se
pueden encontrar 44 especies en América, Asia y Africa. Dentro del género hay subarbiistos,
arbustos y arboles. El género Prosopis pertenece a las plantas del tipo C3 esto quiere decir
que dentro de su anatomia foliar no tiene vaina Kranz, su enzima principal es ‘el

rubisco.(Passera, 2000)(Chaturvedi & Sahoo, 2013)
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2.11,}7Uso tradicional de Prosopis

Dentro_«del género Prosopis existen muchas plantas que cuentan con propiedasdes
medicinales’las cuales se utilizan de manera tradicional para el tratamiento de afecciones
como resffrados, diarrea, disenteria, inflamacion, fiebre e incluso para favorecer la
cicatrizacion de heridas; en algunos lugares utilizan las flores de prosopis mezcladas con
azucar para prevenir abortos. (Prabha, 2014) En la medicina tradicional se han utilizado los
extractos en alcohol de Jhojas frescas y maduras funcionando como antibacteriano contra

cepas como Staphyloco€cus aureus y Escherichia coli.(Ruiz Tavarez, 2011)

2.11.2 Reportes sobre género Prosopis

En 1972, emplearon el extracto metandlico de la corteza del tallo de Prosopis spicigera para
realizar una evaluacion de la actividady antiinflamatoria. Este extracto fue util para la
determinacion de las propiedades antiinflamatorias mediante el uso de modelo experimental
de respuesta inflamatoria en ratas (induccidn.pes carragenina, por formaldehido, 5-hidroxi-
triptamina, aceite de croton). Prosopis spicigerasmostr6 actividad antiinflamatoria en todos
los modelos evaluados, es probable-que dicha aectividad se deba a sus componentes
fitoquimicos como los esteroides y los azlicares reductores que se encuentran identificados
en el extracto metandlico, presente en la corteza.(Madan,1972)

En una investigacion llevada a cabo en la India, trabajaron“Con el extracto etandlico de las
hojas de Prosopis juliflora con el fin de probar su actividad“antibacteriana e investigar su
perfil fitoquimico, se logr6 observar que cuenta con actividad antibacteriana contra 10 cepas
bacterianas de interés clinico. Para este estudio utilizaron como refefencia estreptomicina y
penicilina.(Sathiya & Muthuchelian, 2008)

Lopez et al., realizaron evaluacion nematicida. Evaluaron 20 extractos de las plantas de la
reserva de la Biosfera Sierra de Huautla Morelos Mexico, realizaron un ensayo)in vitro en
donde se probaron los extractos contra las larvas de Haemonchus contortusLas plantas
evaluadas fueron Bursera copallifera, B. grandifolia, Lippia graveolens, Passiflora
mexicana, Prosopis laevigata, Randia echinocarpa y Urtica dioica. En este estudio usaren

por primera ocasion la planta Prosopis laevigata. El extracto hexanico de P. laevigata (de
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tallos+y hojas combinadas mostré una actividad nematicida del 51% a las 24h , 81% a las 48h
y 86%a las 72h después de la exposicion.(Lopez-Aroche et al., 2008)

En el afio 2010, Ayanwuyi et al., realizaron la investigacion de los efectos analgésicos y
antiinflamatories del extracto metandlico de la corteza y tallo de Prosopis africana.
Utilizaron dos. métodos de evaluacion: edema inducido por carragenina en pata (donde
evaluaron la actividad antiinflamatoria) y prueba de retorcimiento inducido por acido acético
(donde evaluaron ld aetiyidad analgésica). Utilizaron dosis de 62.5 mg/kg, 125 mg/kg y 250
mg/kg del extracto ‘metanolico en cada modelo, el farmaco de referencia fue el
piroxicam.(Ayanwuyi et al., 2010) En ambos modelos Ayanwuyi et al., utilizaron las tres
dosis mencionadas observando.que a medida que aumentaban las dosis, mayor era la
actividad antiinflamatoria y analgéSica, siendo 250 mg/kg la dosis mas efectiva en ambos

modelos.

Rahman et al., realizaron el aislamiento d€tn alcaloide indolizidinico: Al,6-juliprosopina, a
partir de las hojas de Prosopis glandulesa varsglandulosa. Este compuesto mostré actividad
contra Leishmania donovani. Ademas)identificaron varios analogos del mismo tipo ya
conocidos, como la prosopilosidina, ‘prosopilosis;” 1soprosopilosidina, isoprosopilosina y
juliprosopina; esta tltima demostré actividad contra Plasmodium falciparum.(Rahman et al.,

2011)
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Figura 2. A1,6-juliprosopina
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En un-estudio llevado a cabo en la India, los autores evaluaron la actividad antiinflamatoria
del extracto alcoholico de las semillas de Prosopis spicigera utilizando modelos animales.
Ademasgllevaron a cabo un analisis fitoquimico de las semillas mediante el cual identificaron
carbohidratoss-aminoacidos y flavonoides en el extracto acuoso, alcaloides, flavonoides y
triterpenoides:.Administraron dosis de 33 mg/kg, 100 mg/kg y 300 mg/kg, observando una
inhibicion del edema inducido por carragenina. Los resultados indicaron un efecto dosis
dependiente ya que ‘a mayor concentracion, la reduccion del edema fue mayor.(Agrawal, s/f)
De acuerdo con las investigaciones, las especies del género Prosopis han demostrado poseer
actividad antimicrobiana (y antiinflamatoria. Estas propiedades pueden atribuirse a su
composicion fitoquimica, ya que-€stos compuestos pueden ser bioactivos, lo cual respalda el
uso de este género en la medicinatradicional. Prosopis laevigata es la planta con la cual se

trabajo en este proyecto por lo que'se hablara sobre antecedentes de esta planta.

2.11.3 Prosopis laevigata

De acuerdo con De Jestus-Gabine et al(2010)., _se utilizaron hojas colectadas en Morelos,
México de Prosopis laevigata pard_la-preparacion del extracto hexanico. Este extracto
hexanico lo evaluaron en jerbos (Merionés unguictilatus) que infectaron de manera artificial
con Haemonchus contortus. Ellos administraron una dosis tnica de 40mg/kg del extracto
hexanico por via intraperitoneal y observaron-ta actividad antihelmintica que se evidencio
por la reduccion del 42.5% de la cantidad de los parasitos:(De Jesus-Gabino et al., 2010)

De acuerdo con estudios de esta especie, existe informacion limitada sobre los metabolitos
secundarios y compuestos activos con actividad bioldgica presefites, sin embargo, algunos
trabajos han podido revelar informacion muy valiosa y en ese sentide; se,han logrado aislar
e identificar diferentes metabolitos secundarios utilizando diferentes/partes de la planta
empleando diversos métodos de extraccion. Un ejemplo de esto es un estudio realizado
mediante una extraccion con acetona-acuosa a partir de hojas secas de P..faevigata, la
fraccion polar se obtuvieron e identificaron por CLAR algunos compuestossfenolicos y
flavonoides como: 4cido galico, acido cumadrico, acido caféico, catequina, galoeatecol,
quercetina, galato de epicatequina, rutina, morina, naringenina y luteolina.(Delgado Nufiez,

2020)
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QuefCetina Galato de epicatequina

Figura 3. Compuestos identificados mediante CLAR fen hojas seca$§ de.P, laevigata en una extraccion con acetona-acuosa

Ramirez-Arteaga et al., evaluaron el extractometanolice’de-las hojas de Prosopis laevigata
como inhibidor de la corrosion del aluminio (Al) en una solueién de acido sulfurico (H2SO4)
al 0.5 M. Emplearon concentraciones del extracto entre Osy 200 ppm a diferentes
temperaturas (20 °C, 40 °C y 60 °C). El efecto inhibitorio lo atribuyeron a la presencia de
compuestos fitoquimicos como la prosopina y prosopinina, los cuales; de acuerdo con el
estudio, actian como agentes protectores al formar una capa al tener interacciones con iones
AI’" La menor tasa de corrosion la observaron a una concentracion de 200ppm.(Ramirez-

Arteaga et al., 2013)
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Para este estudio realizaron una colectd de hojas de Prosopis laevigata en Morelos, México.
Utilizaron el extracto hidroalcohélice de las hojas de P. laevigata el cual obtuvieron mediante
la extraccion con agua y etanol, y/quesposteriormente fraccionaron en fraccion acuosa (Aq-
F) y de acetato de etilo (EtAc-F). La fraccion qué mostrd mayor actividad antihelmintica fue
la fraccion de acetato de etilo, observandose en lasievaluaciones que se hicieron en modelos
in vitro contra huevos y larvas de Haemonchus contortus. Los resultados que obtuvieron
demostaron que la fraccion EtAc-F inhibio ensun 100%g1a\eclosion de los huevos y una
mortalidad larvaria del 80.45% en concentraciones des0y75 mg/mL y 30 mg/mL
respectivamente. La isorhamentina como compuesto bioactivo ptfincipal inhibi6 el 100% de
la eclosion de los huevos a bajas concentraciones (0.007 mg/mL)pasadas las 48 horas y la
mortalidad larvaria del 100% a 7.5 mg/mL a 72 horas de exposicion. Logtaron identificar por
técnicas de espectrometria tres compuestos: luteolina, isorhamnetina y 4-O-

metilcatequina.(Delgado-Nuifiez et al., 2020)
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Figura 5. Compuestos identificados mediante técnicas de espectrometria: luteolina, Isorhamnetina y 4-O-metilcatequina

2.12 Fraccionamiento cromatografico

Los métodos cromatograficos permiten la separacion de compuestos mediante el uso de una
fase estacionaria y una fase mdvil. ‘[a separacion ocurre porque los componentes de la
muestra se distribuyen entre ambas fases dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas,
principalmente su polaridad. Asi, cada compuesto interactiia de forma diferente con las fases
y se desplaza a distintas velocidades, 10 que permite su separacion. Los términos mas
utilizados son, fase mévil: fluido que se filtrapor la fase estacionaria, fase estacionaria:
fase del sistema, ya sea un solido, gel ‘o /liquido,-€luir: Proceso que ocurre cuando la fase
movil se desplaza por la fase estacionariag@urante ese proceso transporta los componentes
de la muestra a separar, eluyente: La fase mdvil que saleide la columna, muestra: Mezcla
de componentes se pretenden separar y componentes de la muestra: Constituyentes
quimicos de la muestra. La cromatografia en columna tiene su-fase estacionaria dentro de
una columna de vidrio mediante la cual se hace pasar una fase moyil,)ya sea liquida o gaseosa,
que esta en movimiento constante. Aqui la muestra que se desea separar, se coloca en la parte
superior de la fase estacionaria, lo que permite que la fase movil pase a‘través del sistema,
realizando la separacion de los componentes de la muestra. Después de la columna, como se
obtienen fracciones, estas se rotulan de manera secuencial y se analizan mediante
cromatografia en capa fina (CCF) para hacer reuniones de las fracciones que“econtienen

compuestos similares.(Matthew Méndez et al., s/f)

OCH3
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2.13 €romatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), también conocida como HPLC por
sus siglas.€n inglés de High Performance Liquid Chromatography, es una técnica muy
utilizada por-su.gran capacidad para separar analitos de distinta naturaleza en una muestra.
Dentro de esta‘téenica podemos ver involucradas dos fases: la movil y la estacionaria, la fase
movil lleva a la muestra a traves de la fase estacionaria. Los componentes menos afines con
la fase estacionaria s¢ desplazaran con mayor velocidad que aquellos que presenten mayor
afinidad. El equipo funciona por lo general con cinco instrumentos: reservorio, bomba,
inyector, horno o columna, detector y registrador. Existen tres modos en los que puede
funcionar la CLAR: fase revetsa (primera opcion para analizar la mayoria de las muestras),
par ion (se usa con compuestos” idnicos: bases y cationes) y fase normal (separacion
basandose en la polaridad). Las caracteristicas se describen en la tabla a continuacion.(Suarez

Ospina & Morales Hernandez, 2018)

Tabla 1. Tipo de Cromatografia Liquida de Alta/Resolucion y sus caracteristicas

Tipo de CLAR Caracteristicas

Fase reversa e _Analizar sustancias neutrales o no
ionizadas, solubles, mezclas de
compuestos organicos y agua

e Fase'estacionaria: hidrofobica

e Fase movils'liquido polar

e Fase mévil: agua/metanol 0
agua/acetonitrilo
Par i6n e Compuestos i0nicos 0 ionizables (bases

y cationes)

Fase normal e Separacion de analitos ¢ basados en
polaridad
e Fase estacionaria: polar

e Fase estacionaria: silice

e Fase movil: no polar
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3. JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos y los efectos adversos a los antiinflamatorios no
esteroid€os también conocidos como AINEs representan un problema de salud a nivel
mundial, el*atimento a las bacterias resistentes ha generado una crisis de salud mientras que
por otra parte~los“tratamientos antiinflamatorios actuales pueden llegar a generar efectos
secundarios gravesi(Salinas-Sanchez et al., 2012)(Tang et al., 2023) En este contexto, la
busqueda de nuevos nueves compuestos naturales bioactivos con actividad antiinflamatoria
y antimicrobiana son @ha prioridad, dichos compuestos se esperan tengan la misma
efectividad que un antiinflamatorio no esteroide (AINEs) pero que no tengan los mismos
efectos negativos, asi mismo se-€spera encontrar una alternativa para la creacion de nuevos
antimicrobianos ante la falta de teS mismos. El género Prosopis ha sido de gran interés por
su uso en la medicina tradicional y pordes estudios cientificos en donde se ha demostrado su
actividad antiinflamatoria y antimicrobiana en distintas especies, es por eso que en esta
investigacion se evaluo el potencialsfarmacologico a nivel extracto y reuniones de Prosopis
laevigata en modelos in vivo en“imvitro de\actividad antiinflamatoria y antimicrobiana

respectivamente.
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4.P

UNTA DE INVESTIGACION

(Ele o de acetato de etilo, fracciones y/o compuestos de las hojas de Prosopis laevigata
present vidad bioldgica en modelos in vivo e in vitro de actividad antiinflamatoria y
antimicrob
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5 H@TESIS
El ex de acetato de etilo de las hojas de Prosopis laevigata tiene la capacidad de inhibir
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%de especies microbianas de interés clinico, asi como disminuir procesos

inflamatori
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6. OBJETIVO GENERAL

Realizaptin estudio quimico del extracto de acetato de etilo de la planta Prosopis laevigata

6.1 Objetivos especificos

RealizarJa colecta del material vegetal e identificacion del mismo

Obtener a,tfayés de la maceracion del material vegetal el extracto de acetato de etilo
de Prosopisdaevigata

Realizar el fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo

Realizar ensayo in/vitre del extracto y reuniones en acetato de etilo contra cepas
bacterianas de interés clinico utilizando método de dilucion en placa.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto y reuniones en acetato de etilo en
un modelo de TPA en ratones

Caracterizar los compuestos quimicos obtenidos utilizando CLAR, RMN de 'H y de
13C

Evaluar el efecto antimictobiano y antiinflamatorio de los compuestos aislados de

Prosopis laevigata
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7. METODOLOGIA

7.1 Obteneion del extracto vegetal

Las hojas“de’Prosopis laevigata se secan a temperatura ambiente en sombra, una vez que el
material vegetal)estd completamente seco se procede a moler con la ayuda de un molino
Pulvex para qué queden particulas de 4mm. Posteriormente se procede a la maceracioén en
donde se ocupan solventes de polaridad ascendente, en este caso se utilizan 4 litros de n-
hexano, acetato de etiloy metanol (Merck, Darmstadt, Germany), se deja cada uno en reposo
durante 24 horas. Pasadas las 24 horas se concentra cada uno usando un rotavapor para la
obtencion de cada extracto” En este proyecto solo se trabaja con el extracto de acetato de

etilo. (Herndndez Hernandez, 2021)(Gonzalez-Cortazar et al., 2022)

7.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

El analisis mediante cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a deteccion por arreglo
de diodos (CLAR-PDA) se lleva a‘eab® utilizando una columna Supelcosil LC-F (4,6 mm de
didmetro interno x 250 mm de longitud, tamanosde particula de 5 pm; Sigma-Aldrich,
Bellefonte, EE.UU.). La fase modvil se compone~por una soluciéon acuosa de &cido
trifluoroacético al 0,5 % (solvente A) y acetonitrilo (Selvente B), se emplea un sistema de
gradiente definido de la siguiente manera: 0-lamin, 0 %"Bs2+3 min, 5 % B; 4-20 min, 30 %
B; 21-23 min, 50 % B; 24-25 min, 80 % B; 26-27 min, 100 % B; 28-30 min, 0 % B. La
velocidad de flujo se establece en 0.9 mL/min, con un volumensde.inyeccion de muestra de
10 pL. La deteccion se realiza en un rango de longitud de onda de'190 a 600 nm, se registra

la sefial de los terpenos a 220 nm y la de los compuestos fenolicos'a,350 nm.(Silvia et al.,

2020)

7.3 Fraccionamiento cromatografico

Para la realizacion del fraccionamiento cromatografico se utiliza el extracto en acetato de
etilo (49.3g) los cuales fueron adsorbidos en silica gel y aplicados en una coltumma
cromatografica empaquetada con silica gel. Fue necesario el uso de un gradiente de(n-

hexano/acetato de etilo para eluir la columna mientras se realizé el aumneto de la polaridads
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Este pfoceso cromatografico dio como resultado 45 fracciones, las cuales se agruparon en 11

reuniefies de acuerdo con la similitud de sus constituyentes (R1-R11).

7.4 Determinaeion de la actividad antiinflamatoria

Se utilizan ratones de la cepa ICR con un peso promedio de 25-30 gramos. Se sigui6 la norma
“NOM-062-Z00-1999 que indica las “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales\de laboratorio”.(SECRETARIA DE SALUD (SSA), s/f) La actividad
antiinflamatoria se realiza.en oreja en ratéon inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) para generar un edema. Se sigui6 la metodologia descrita por Paya et al

(1993).(Paya et al., 1993)

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se conformaron en 5 grupos de 5 ratones.
Los animales tienen acceso libre a aguay comida durante 3 semanas contando con ciclos de

12 horas de luz y 12 horas de oscutidad

Los tratamientos se aplican de manera topica en la‘oreja derecha de cada raton, mientras que

la oreja izquierda se utiliza como control négativo, récibe unicamente vehiculo (acetona).

Se establecieron los siguientes grupos:

Control negativo: los ratones reciben TPA (2.5 pg/oreja)spara inducir la inflamacion,
posteriormente, el vehiculo (acetona)

Control positivo: los ratones reciben TPA (2.5 pg/oreja), posteriormente, indometacina a
una dosis de 1mg/oreja disueltas en 20 pL. de acetona

Reuniones del extracto (R4, R7 y R9): los ratones reciben TPA (2.5 pg/oreja),

posteriormente, cada reunion a una dosis de 1mg/oreja disueltas en 20 pL. de.aeetona

4 horas después de la administracion del agente causante de la inflamacion se sacrifican a los
ratones por medio de dislocacion cervical. Se realizan cortes circulares con un didmetro.de
6mm de la oreja tratada y de la oreja no tratada, posteriormente se pesan pard la

determinacion del porcentaje de inhibicion de la inflamacion.
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Para el'calculo del porcentaje de inhibicion del edema en oreja de raton de ingresan los datos
a exeel para crear un grafico aplicando las férmulas siguientes:(Gonzalez-Cortazar et al.,

2022)

%inhibicion = (Apeso control — Apeso tratamiento)x100
Donde Apeso = At — Ant
At = peso de la seccion de la oreja tratada

Ant = peso de la seccion de la oreja no tratada

7.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se determina por el método de microdilucion contra 7 cepas
grampositivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina ATCC 43300, Staphylococcus epidermidis ATCC 1042, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylo¢oceus epidermidis ATCC 35984, Staphylococcus
haemolyticus resistente a meticilina_(mr'Sh)y Enterococcus faecalis ATCC 29212), 6 cepas
gramnegativas (Klebsiella pneumoniae ATEC /700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 1047, Escheriehia coli ATCC 25922, Salmonella dublin
ATCC 9676 y Enterobacter cloacae™ATEC 700323) y una levadura (Candida albicans
ATCC 10231). Los microorganismos segptoporcienian_por el Centro de Investigacion

Biomédica del Sur, Instituto Mexicano del Seguro Social’ (CIBIS-IMSS).

7.6 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Para la concentracion minima inhibitoria se utiliza una metodologiasya establecida pero se
realizan algunos cambios.(Sarker etal., 2007) Se realiza unagfresiembra de los
microorganismos a trabajar en un medio de cultivo enriquecido (agar soya),y se incuba
durante 24 horas. Posteriormente se realiza el estindar de McFarland donde se estandarizan
los microorganismos al 0.5 (1.5 x 103 unidades formadoras de colonias [CFU]/ml), para esto
se utiliza en tubos 4mL de caldo Mueller-Hinton con los microorganismos a estudiaf, después
se hace una dilucion de 50 uL de microorganismos mas 1950 puL de agua estéril. Una vez
terminado este procedimiento con cada microorganismo se procede a trabajar en la placa de

Elisa.
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En lasplaca de Elisa de colocan 100 pL de caldo Mueller-Hinton en cada pozo, una vez
realizado,esto se colocan 20 pL. de muestra més 80 uL de caldo Mueller-Hinton. Utilizando
una pipeta multicanal se pipetea un volumen de 100 pL, esto se hace por triplicado, dejando
en todos les-pozos 100 pL de volumen, en el ultimo pipeteo se descartan los 100 pL;
posteriormente. se.colocan los microorganismos de la dilucion (2 pL) y se incuban durante
24 horas a 37 grados (se colocan en bolsas con una gasa un poco himeda en la parte de abajo
para que las muestrasmo, se evaporen). Para la observacion de la efectividad de las muestras
se utilizan 30 pL de sales.de tetrazolium, se incuban durante 40 minutos y se observa si hay
0 no coloracioén

Se ponen a prueba concentraciones de 25, 50, 100 y 200 pg/mL en microplacas de 96 pozos
de fondo plano. Gentamicina (104ig/mL) se utiliza como control positivo y DMSO (2%)

como control negativo.
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8. RESULTADOS

8.1 Obteneion del material vegetal

Para la obtencion del material vegetal se realizo la colecta de P. laevigata fue en Ricardo
Soto 1, las Calaveras, Higuerdn (18°35'16'N, 99°10'35"W, 895 m sobre el nivel del mar) en
el Estado de Morelos, México, en diciembre de 2019. La muestra de este material fue
identificada por M.C#"Gabriel Flores en la Universidad Auténoma del Estado de Morelos

(codigo: 39811); fue almacenada en el Herbario de la UAEM.

8. 2 Preparacion de los extractos

El material seco 1.47 kg se molié-€n.una pulverizadora (tamano de particula 4 mm, Pulvex).
El proceso de extraccion implicd mtaceracion en serie con disolventes de polaridad
ascendente (hexano, acetato de etilo y imetanol) durante 24 h. Se obtuvieron rendimiento de

0.33%, 1.49% y 8.79% para cada extracto.,

8. 3 Fraccionamiento cromatografico

Como punto de partida para llevar a cabe elfraccionamiento cromatografico, se utilizo el
extracto de acetato de etilo de Prosopis lagvigata cons€l objetivo de aislar compuestos
presentes en la muestra. Para ello, se empled cromatografia‘en columna utilizando mezclas
de solventes, que se describen a continuacion. La finalidad de eStejprocedimiento fue facilitar
la identificacion de compuestos con posible actividad antiinflamateria y antimicrobiana. A
partir de las reuniones obtenidas, se seleccionaron las de interésy que fueron evaluadas
mediante ensayos in vivo e in vitro para analizar dichas actividades

Para la columna 1 se adsorbieron 49.3g del extracto de acetato de etilo en 60g'de silica fase
normal. Se utilizé una mezcla de sistemas de hexano:acetato de etilo, obteniendojun total de
45 fracciones, que se muestra a continuacion en la Tabla 2 (columna de fase mormal,

sistema hexano: acetato de etilo)
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Tabla 2¢#CEolumna de fase normal. Sistema hexano: acetato de etilo de la columna 1

'ﬁTEMA PROPORCION VIAL
Hexano 100 1-5
Hexano:Acetato de etilo 90:10 6-10
Hexano:Acetato de‘etilo 80:20 11-15
Hexano:Acetato de etilo 70:30 16-20
Hexano:Acetato de etilo 60:40 21-25
Hexano:Acetato de etilo 50:50 26-30
Hexano:Acetato de etilo 30:70 31-35
Acetato de etilo 100 36-40
Metanol 100 41-45

Posteriormente con ayuda de lasCromatografia_en capa fina (CCF) se agruparon las 45
fracciones obteniendose 11 reuniom€s.que se pueden ver en la Tabla 2 (columna de fase

normal, sistema hexano: acetato de‘etilo).
La reuniones 4, 7 y 9 de la Tabla 3 (columna.de fase normal, sistema hexano: acetato de
etilo) se utilizaron en las evaluaciones in vivo € in vitro patala determinacion de la actividad

antiinflamatoria y antimicrobiana.

Tabla 3. Columna de fase normal. Sistema hexano: acetato de etilo de*las reuniones de la

columna 1
REUNIONES PESO EN GRAMOS VIALES A
1 0.2236 1-2
2 0.4309 3-7
3 9.3734 8-12
4 1.1435 13-14
5 2.8874 15-22
6 0.2337 23-26
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7 5.6038 27-32
8 0.9335 33-36
9 0.6147 37-38
10 3.2977 39-42
11 3.4164 43-45

El fraccionamiento cefréspondiente a la reunién 7 dio como resultado una segunda columna,
en la cual se empled un(Sistema en fase reversa con una mezcla de diferentes proporciones
de agua y acetonitrilo. Como resultado de este proceso, se obtuvieron un total de 28

fracciones que se observam_€n la Tabla 4 (columna de fase reversa, sistema

agua:acetonitrilo)

Tabla 4. Columna de fase reversa. Sistéma agua: acetonitrilo de la columna 2

SISTEMA p WLA

Agua 1-4
Agua:Acetonitrilo 5-8
Agua:Acetonitrilo 9-12
Agua:Acetonitrilo 13-16
Agua:Acetonitrilo 17-20
Agua:Acetonitrilo 21-24
Agua:Acetonitrilo 25-28

Se llevo a cabo un andlisis mediante cromatografia en capa fina (CCF) para evaluar la
composicion de las fracciones obtenidas. Con base a lo observado; se, identificaron
similitudes en la movilidad de los compuestos, lo que permitioé su agrupaciéh en un total de

7 reuniones que se puede ver en la Tabla 5 (columna de fase reversa, sistema

agua:acetonitrilo)
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Tablas5. Columna de fase reversa. Sistema agua: acetonitrilo de las reuniones de la columna

2

R“)TIONES VIALES
y 2
1 1-13

N SN Y A W
[\
—_
1
[\
I

8. 4 Ensayo in vitro contra cepas de intéres clinico

Se realiz6 la resiembra de microorganismes de interés proporcionados en el CIBIS-IMSS en
cajas petri las cuales se llevaron a-mcitbacion‘a/una temperatura de 37°C durante 24 horas,
posteriormente se tomaron con el asaimicrobioldgica de 4 a 5 colonias de las diferentes cepas
para realizar la concentracion 0.5 de McFarland ‘el.eual es un estandar de turbidez, esta
concentracion se realiza en ¢l caldo Mueller-Hilton, ceftr-esa concentracion se elabord una
dilucién de bacterias la cual se utilizd parastrabajar englas placas de ELISA, las cuales
contienen pocillos.

En las placas de ELISA se trabajo con el extracto de n-hexane; acetato de etilo, metanol y
las fracciones 4, 7 y 9 del extracto de acetato de etilo de Prosopis' laevigata; donde también
se agregd una mezcla de dimetilsulfoxido (DMSO) con agua y“ealdo Mueller-Hilton,
posteriormente se realizaron las diluciones que fueron las siguientes:=200,,100, 50 y 25
pg/mL. Una vez realizado este procedimiento las placas de ELISA se guardafon ¢n una bolsa
con una gasa humedecida y se incubaron durante 24 horas a una temperatutasde 37°C,
transcurrido el tiempo se colocd sales de tetrazolium en cada pocillo de las placas‘de-ELISA
y se incubd durante 1 hora a 37°C, guardando de nuevo en una bolsa con unal gasa
humedecida. El resultado observado es el cambio de coloracion entre rosa-rojo lo que indica

el efecto antimicrobiano del extracto.
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Se pC;lié a realizar el analisis de la actividad antimicrobiana con el extracto de acetato de

etilo :ener una polaridad intermedia, en el cual podria encontrarse varios compuestos de

distinta )éridades con posible actividad, las reuniones 4, 7 y 9 mostraron marcada

actividad aé'n-nicrobiana, especialmente la reunidon 9, ya que inhibe a mdas cantidad de

bacterias a ur@‘centracién minima.

De las reuniones@la‘columna 1 se utilizaron las siguientes para realizar la evaluacion

antimicrobiana: ret@ reunion 7 y reunion 9. Obteniéndose los siguientes resultados
1

observados en la Tab tividad antimicrobiana del extracto de acetato de etilo y tres

reuniones de la columna@/

Tabla 6. Actividad antimicrobiéﬁe 3 extractos de Prosopis laevigata contra 14 cepas

Staphylococcus
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= 1%
O
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a meticilina ¢ <>
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= epidermidis 200 <25 200 IOO s/a
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1042
100 100 - 10 s/a O

Staphylococcus

haemolyticus




resistente a

meticilina aislado
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Escherichia coli
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Enterobacter L?
- N - s 200 10 s/a
cloacae 700323 ® R
- Candida albicans 55 ‘f— N 0 }
ongo < s/a
® 10231 7 ( /\3
O 4
Tabla 6. (s/a): sin actividad, Control positive: gentamicina (10 pg/mL)., C egativo: DMSO 2%, (R4): reunion de

la columna del extracto de acetato de etilo de P. laevigata, (R7): reunion de la columna del extracto de acetato de etilo de

P. laevigata, (R9): reunion de la columna del extracto de acetato de etilo de P. laevi,

Tabla 7. Actividad antimicrobiana del extracto de acetato de etilo de@yopis laevigata,
R4, R7 y RO contra 14 cepas ®

Staphylococcus

s/a 50 s/a 100 10 S

Gra
m (+)

aureus 2913

47



Staphylococcus
aureus resistente
a,meticilina

43300

s/a

100

s/a

100

10

s/a

Staphplococcus
epidermidis
35984

200

<25

s/a

<25

10

s/a

Staphylococéus
epidermidis

12228

50

200

s/a

100

10

s/a

Staphylococcus
epidermidis

1042

s/a

s/a

s/a

<25

10

s/a

Staphylococcus
haemolyticus
resistente a

meticilina aislado

s/a

sla

s/a

<25

10

s/a

Enterococcus

faecalis 29212

<25

<25

<25

<25

10

s/a

Gram (-)

Klebsiella
pneumoniae

700603

s/a

<25

<25

<25

10

s/a

Pseudomona
auruginosa

27853

<25

<25

<25

<25

10

s/a

Escherichia coli

1042

s/a

s/a

50

s/a

10

s/a

Escherichia coli

25922

s/a

s/a

s/a

s/a

10

s/a

Salmonella

dublin 9676

s/a

<25

<25

<25

10

s/a

Enterobacter

cloacae 700323

200

<25

s/a

s/a

10

s/a

Hongo

Candida albicans

10231

<25

<25

<25

<25

10

s/a
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Tabla 7. (s/a): sin actividad, Control positive: gentamicina (10 pg/mL)., Control negativo: DMSO 2%, (R4): reunion de
la columna del extracto de acetato de etilo de P. laevigata, (R7): reunion de la columna del extracto de acetato de etilo de

P. laevigata, (R9): reunion de la columna del extracto de acetato de etilo de P. laevigata.

8. 5 Ensayo inwive para evaluar actividad antiinflamatoria (TPA)

Se utilizo la metodologia previamente mencionada(Paya et al., 1993). los tratamientos fueron
las reuniones R4, R7y R9 del extracto de acetato de etilo de Prosopis laevigata puesto que
al observar que en estudios anteriores mostraba actividad antimicrobiana se procedi6é a

trabajar con estos.

En el modelo de edema de inflamaeion inducida por TPA se logr6é observar que el grupo
tratado so6lo con el agente inflamatoriowpresentd un edema de 11.025 mg, confirmando la
eficacia del modelo. Por otra parte, el.gtupo control positivo (tratado con indometacina)
mostré una inhibicion significativa’del edema con un valor de 1.380 mg. Las reuniones
obtenidas del extracto de acetato”de etilo de Prosopis laevigata también demostraron
actividad antiinflamatoria y fue notable! R9 redujo€l edema a 2.675 mg, mientras que R4 a
2.850 mg y R7 a 3.450 mg. Estos valores representap”tina inhibicion del edema del 75.74%,
74.15% y 68.71% respectivamente, en comparacioneCon el grupo del TPA. La eficacia
mostrada por R9 y R4 es relevante debido a=que se aproxima al efecto inhibitorio de la
indometacina, lo que sugiere que R7 y R9 contienén .compuestos con potencial
antiinflamatorio destacando su potencial como fuente de compuestos bioactivos de origen

natural, aun cuando se trata de mezclas no purificadas.
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8. 6 Cromatografia de alta resolucion (CLAR)

Perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de Prosopis laevigata

O

.

50



El analisis cromatografico del extracto de acetato de etilo de Prosopis laevigata se realiz6 a
través~<de la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) a una longitud de onda de
deteccion’ de 330nm, con el fin de caracterizar su perfil quimico. El cromatograma que se
obtuvo se muestra en la Figura 8 donde se observa la presencia de diversos compuestos,
cada uno con‘un'tiempo de retencion especifico. Se observéd que de acuerdo con los tiempos
de retencion y a da longitud de onda eran similares al compuesto luteolina, por lo que se
decidio realizar su“cemparacion con el estandar de luteolina. Se observd un tiempo de
retencion significativo'a=3,917min (Amax = 199.0, 253.3 y 349.4nm), lo que sugiere que este
compuesto corresponde a la lutéolina.

Este resultado indica que el extracto de acetato de etilo contiene luteolina como parte de sus

componentes, lo que puede estar.relacionado con su actividad biologica.
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Figura 8. Perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de Prosopis laevigata

Tabla 8. Tiempos de retencion del perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de

Prosopis laevigata en la CLAR

Tiempo de r@én Bandas de absorcion Amax

(min) O (nm)

13.917 199.3,253.3,349.4
15.867 195.8,254.5,371.8
18.800 194.6,222.7,337.4
20.000 193.5, 338.6, 350.6
27.633 19%.1, 218.1, 341.0
27.833 193,57 223.9, 255.7
27.983 192.34241.5, 335.1
28.217 192.3, 2533, 343 .4

Con base en las reuniones obtenidas en Ia"columna L,.se seleccion6 la reunion 7, debido a
que se tenia mayor cantidad de muestra y,Segun el analisis por cromatografia en capa fina
(CCF) podian observarse unicamente 2 compuestos. Por esta razon, se decidio realizar su
caracterizacion mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

El andlisis cromatografico se llevo a cabo a una longitud de onda’de deteccion de 330nm en
donde se observaron 2 picos en el cromatograma, el primer tiempoide retencion a 14.050 min
(Amax=192.3, 207.5, 267.5, 336.3nm) y el segundo tiempo de retencion/a 14.800 min (Amax =
192.3, 251.0, 345.8, 424.7nm)
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Figura 9. Perfil cromatogréafico de la reynion 7 de la columna 1

Perfil cromatografico de la fraccién 15 de la columna 2 de la/R7

El analsis cromatografico por CLAR a una longitud de onda de330nm permiti6 caracterizar
el perfil quimico de la fraccion 15 de la columna 2, con elgobjetivo de identificar los
compuestos presentes en la muestra. El cromatograma obtenido mostré la presencia de dos
picos. El primer tiempo de retencion a 11.584 min (Amax=212.2,253.3,348:2nm) y el segundo
tiempo de retencidon a 11.800 min (Amax=193.5, 253.3, 347.0nm)
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Figura 10. Perfil cromatografico de'la fraccion 15 de la columna 2 de la reunion 7

Perfil cromatografico de la fraccién 22.de la colimna 2

El anélisis cromatografico por CLAR a una'longitud de onda de 330nm permiti6 caracterizar
el perfil quimico de la fraccién 22 en la ¢olumna 2+“El.cromatograma obtenido reveld la
presencia de 3 picos principales. El primer tiempo de reteneion a 13.967 min (Amax = 198.2,
267.5,319.6nm), el segundo tiempo de retencion a 14.700 mun'(Amax=200.5, 252.1, 312.5nm)
y el tercer tiempo de retencion a 29.051 min (Amax= 194.6, 223.9¢287.6 nm)
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8. 7 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN de la reunion 2 de la columna 2

La reunién 2 correspondiente a la segunda columna fue analizada mediante espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN) de carbono y proton, lo que permitig, identificar la
presencia de una mezcla de compuesto. Entre estos, se logro la identificacién de la luteolina
y 3,3 -dimetilquercetina. Es importante sefialar que como se mencioné anteriorfmente, la
fraccion 15, cuyo perfil cromatografico que fue analizado previamente, forma patte“de esta

reunion.

Para el analisis de la muestra se utilizd resonancia magnética nuclear (RMN) de proton“y

carbono a 600MHz, la muestra se diluy6 en metanol deuterado (CD30D). En el espectro de
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proton”en metanol deuterado a 600MHz se observan varias sefiales en la region de los
aromatices, para poder realizar la identificacion de las moléculas dentro de la mezcla se
realiz6 unia ampliacion del mismo, para poder observar de mejor manera las sefiales y poder
asignar de manera adecuada. Se realizo el calculo de la proporcion de la mezcla utilizando
las sefiales que 1o estuvieran traslapadas encontrando un 63% de luteolina y 37% de 3,3’-

dimetilquercetina

OH o] CH,

Luteolina 3,3 dimetilquercetina

Figura 12. Moléculas identificadas dentre’dg’la mezcla: Luteolina y 3,3 -dimetilquercetina proporcion: 63% luteolina,

37% 3,3’-dimetilquercetina
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Figura 13. RMN de 'H (CD3;0D 600MHZ) mezcla deddteolina y 3,3 -dimetilquercetina
Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H de luteolina
Sefiales | 'TH Desplazamiento quimico | 'H Desplazamiento quimico | Multiplicidad
(ppm) (ppm)
Reportado
3 6.5 6.6 singulete
6 6.2 6.2 doblete
8 6.4 6.4 doblete
2’ 7.3 7.4 doblete
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6.9

6.8

doblete

7.3

7.3

multiplete

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H de 3,3’-dimetilquercetina

Seiiales | 'H Desplazamiento | Multiplicidad Constante  de | '"H Desplazamiento
quimico (ppm) acoplamiento quimico (ppm)
(Hz) Reportado
A 3.77 singulete - 3.75
B 3.85 singulete - 3.81
6 6.20 doblete 2.20 6.14
8 6.40 triplete 1.93,1.93 6.40
2’ 7.62 doblete 2.18 7.58
6 7.54 dd 2.18, 8.39 7.51
5 6.94 multiplete - 6.91

Para la identificacion de luteolina se_compararon_los datos espectroscopicos con los de la

literatura definiendo a este compuesto/ un, flavonoide~conocido como luteolina.(Kumar,

2020)(Xu et al., 2022)

Cabe mencionar que dentro de la misma molécula existen des tipos de sistemas, en el anillo

A un sistema AB y en el anillo B un sistema ABX.
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A continuacion se muestra un resumen deflos-desplazamientos quimicos de las moléculas de

la mezcla: luteolina y 3,3’-dimetilquercetina

Tabla 11. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN ('H y 13C) de luteolina:

datos experimentales y reportados. (Nguyen et al., 2024)

lH 13C
1 13
H Desplazami Constante U Desplazami
Desplazami Desplazami
Sefial ento Multiplici de ento
ento P ento P
es quimico dad acoplamie quimico
quimico (ppm) nto (H2) quimico Gpm)
(ppm) (ppm)
Reportado Reportado
2 - - - - 164.5 164.0
3 6.5 6.6 singulete 2.4 102.4 102.9
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4 - - - - 182.4 181.7
5 2 - - - 161.8 161.5
6 6.2 6.2 doblete 22 98.7 98.9

7 - - - - 164.6 164.2
8 6.4 6.4 doblete 2.1 93.6 93.9

9 - 4 - - 158.0 157.4
10 - - - - 132.3 103.8
IR - - - - 122.2 121.6
2’ 7.3 7.4 doblete 2.0 112.7 113.4
3’ - - 1 - 145.6 146.8
4’ - - - - 149.6 149.8
5 6.9 6.8 doblete 8.4 115.3 116.1
6’ 7.3 7.3 multiplete | # 118.9 119.1

Tabla 12. Comparacion de desplazamientos quimicos de RMN(MHy '*C) de

3,3 dimetilquercetina: datos experimentales y reportados. (Zerargui et=al., 2023)

lH 13C
lH 13C
Constante | Desplazami Desplazami
Desplazami ¢ Desplazami ¢
Sefial Multiplici de ento ento
es ento dad acoplamie quimico ente quimico
quimico nto (Hz) (ppm) quimico Gpm)
(ppm) (ppm)
Reportado Reportado
A 3.77 singulete - 3.75 59.11 59.9
B 3.85 singulete - 3.81 54.98 55.9
2 - - - - 156.61 155.6
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3 - - - - 138.14 138.0
4 - - - - 178.62 178.2
5 - - - - 161.7 161.6
6 6.20 doblete 2.20 6.14 98.37 98.9

7 - - - - 164.95 164.5
8 6.40 triplete 1.93,1.93 | 6.40 93.30 94.1

9 - - - - 103.9 104.5
10 - - - - 157.03 156.6
I - - - - 121.51 122.5
2 7.62 doblete 2.18 7.58 114.66 115.9
3 - - - - 147.72 147.7
4 - - = - 148.57 150.0
5 6.94 multiplete | 5 6.91 109.55 112.3
6 7.54 dd 218839 | 7.51 120.92 121.1
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9. DISCUSION

Prosopis laevigatases una planta que se le ha dado uso en la medicina tradicional de nuestro
pais. Ha servido para poder controlar y tratar diversas afecciones como problemas en los
ojos, dermatologicoss¥\a.nivel gastrointestinal. También se le ha dado uso para tratar
condiciones médicas ¢omo la disenteria, la cual es una infeccion intestinal que sus
caracteristicas son inflamaCion+y diarrea con sangre, frecuentemente ocasionada por Shigella
spp. 0 amoebas, su forma de transmision es a través de comida o agua contaminada.(Almanza

& Moya, 1986)(Palacios, 2006)

En este estudio se obtuvieron tres extractos crudos de Prosopis laevigata mediante el uso de

una serie de solventes en orden de polaridad ascendente: n-hexano, acetato de etilo y metanol.

Los extractos en crudo se sometieron a evaludcion in vitro para la determinacion de su
actividad antimicrobiana. Los extractos d€ i-hexan@ y.metanol presentaron mayor inhibicién
frentes a varias cepas, mientras que el de acetato de etilono fue el mas activo en esta etapa.
Sin embargo, los extractos de polaridad intetmedia pueden-llegar a contener flavonoides y
compuestos de tipo fendlico, como es el caso de Hernandez Hérnandez (2021), quien reporto
actividad antiinflamatoria y antimicrobiana en un extracto de polaridad similar al acetato de
etilo. Lo reportado sirviéo como respaldo para tomar la decision de'seleccionar el extracto de

acetato de etilo y continuar el estudio.

Posteriormente, se realizo el fraccionamiento cromatografico del extracto desacetato de etilo.
La agrupacion de las fracciones se realizo basandose en los perfiles observadesenCCF. Se
observaron zonas con retencion similares, lo que permitid realizar las agrupaeiones. Las

reuniones R4, R7 y R9 se seleccionarion de acuerdo a lo observado en la CCF.

Una vez obtenidas las 3 reunines, se evaluaron frente a bacterias Gram positivas, Gram

negativas y una levadura. Durante esta estapa se observd un incremento notable de la
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actividad, en especial de la reunion R9, que present6 valores menores a 25 pg/mL contra
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella dublin, Pseudomonas
aerugineSasy Candida albicans. Esto confirma que los metabolitos responsables de la
actividad eStaban presentes en el extracto en crudo pero en bajas concentraciones o
enmascarados\por.otros componentes, este es un fendémeno comun en estudios de fitoquimica

y es una razén fundamental para aplicar un fraccionamiento guiado por bioactividad.

Viendo que el extractoren crudo de acetato de etilo no mostrd suficiente actividad para
justificar un ensayo in vivo, solo las reuniones seleccionadas se llevaron a evaluacion en el
modelo inflamatorio inducido,por TPA en oreja de raton. R4 y R9, mostraron inhibiciones
del edema de 74.15% y 75.74% respectivamente, dichos porcentajes son cercanos al farmaco
de referencia, indometacina (87.48%). A pesar de no obtener compuestos puros, estas
inhibiciones muestran que las reuniones contienen metabolitos con potencial antiinflamatorio

significativo.

El analisis espectroscopico mediante RMN de' HH y, 1*C de una de las reuniones activas del
extracto de acetato de etilo permitidcorroboraf la presencia de compuestos de tipo
flavonoide. Posteriormente, se propusieron’las estrueturas con base en la comparacion de

datos reportados en la literatura.(Nguyen et al., 2024)(Zetargui et al., 2023)

Las sefiales en 6.2 ppm y 6.5 ppm con constantes de acoplamiento menores a 2.5 Hz,
corresponden a los acoplamientos de tipo meta. Por otra parte, las sefiales entre 6.9 ppm a
7.6 ppm, con acoplamientos entre 2 Hz y 9 Hz, indican que hay un pattoén de sustitucion del
tipo 1°,3°,4” en el anillo B, lo cual es caracteristico de los flavonoides como la luteolina y sus

derivados metoxilados.

Asimismo, se observaron dos sefiales de singuletes bien definidos alrededor de'3.77 ppm y
3.85 ppm en el espectro de 'H, estos junto con las sefiales en '*C a 55.38 ppm y 594 l¢ppm,
permiten la confirmacion de la presencia de grupos metoxilo en la estructura del compugésto.
Dicha sustitucion hace una gran diferencia con la luteolina, ya que esta no cuenta con grupos

metoxilos y sugiere que el compuesto aislado podria contener un flavonoide O-metilado.
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Con“base en el analisis de los espectros, se identifico en la mezcla luteolina y 3,3'-
dimetilquerectina en una proporcion de 63 % y 37% respectivamente, la cual fue bioactiva.
Diversas investigaciones han demostrado que ambos compuestos poseen actividad
antimicrobiana ¥ antiinflamatoria. De manera particular, la luteolina se ha estudiado més por
su capacidad para modular vias proinflamatorias como NF-kB, MAPK, COX , por ejemplo
en el estudio “Anti-inflammatory effects of luteolin: A review of in vitro, in vivo, and in silico
studies”. (Zhu et al., 2024)(Aziz et al., s/f) Por lo tanto tiene el potencial de inhibir citocinas
inflamatorias y sus mediadores?(Almatroodi et al., 2024) Ademas, la literatura respalda que
muestra actividad antimicrobiana’ frente a multiples cepas, por ejemplo en el trabajo de El
Shiekh, investigaron la luteolmas4-neohesperidosida y encontraron que podria ser un
excelente alternativa para los antibietices tradicionales cotra una cepa de E. coli que produce

toxinas Shiga y con potencial para combatir a K. pneumoniae.(El-Shiekh et al., 2023)

Por su parte, la 3,3"-dimetilquercetina; es unflavonoide menos estudiado, hay estudios de
Tamarixetina (4"-O-metilquercetina); flavonoide metilado en la posicion 4, ha demostrado
que la metilacion de los flavonoides mejora su biodisponibilidad, estabilidad y su capacidad
para atravesar membranas; asi miSmo, posee: actividad antimicrobiana 'y
antiinflamatoria.(Park etal., 2018)(Sultangva’ et al.,” 2001) Este flavonoide (4'-O-
metilquercetina) tiene la capacidad de inhibir la via NF-xB.(Felafarl et al., 2025)

Finalmente, la presencia en conjunto de estos compuestos (luteolina’y 3,3"-dimetilquercetina)
en la mezcla podria explicar su efecto dual, ya sea de forma individual/o mediante sinergia,

fendmeno comun en la mezcla de flavonoides.
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10. CONELUSION

En conclusion, lo obtenido permite demostrar que el fraccionamiento guiado por bioactividad
del extracto de acetato de etilo permitio la concentracion de los metabolitos de la actividad
antimicrobiana y antiinflamatoria. La interpretacion de resultados espectroscdpicos confirmé
la presencia de flavonoides, en especial de luteolina y 3,3’-dimetilquercetina, compuestos
responsables de las actividades.observadas. La mezcla de los flavonoides, aun sin llegar a un
compuesto puro, mostrd actividad bioactiva significativa. Estos hallazgos respaldan que la
planta de este estudio, Prosopis laevigata, es una fuente de metabolitos con potencial

farmacologico.
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Resumen de la tesis

En la presente tesis se estudia la especie vegetal Prosopis laevigata,
proveniente del estado de Morelos, México, con el objetivo de identificar
extractos o fraceiones con actividad antiinflamatoria y antimicrobiana. El
uso de medicamentos con actividad antiinflamatorias como los AINEs,
representan un riesgo._significativo para la poblacion, especialmente para
quienes requieren su uso frecuente dado que estos pueden ocasionar dafios
en 6rganos como_el_corazon, instestino delgado, estomago y cerebro. Por
otra parte, la resistengia a los-anfimicrobianos es un grave problema a nivel
mundial para el sector salud, g¥ayque los medicamentos para tratar
enfermedades contra bacterias, virusgparasitos u hongos estan siendo menos

efectivos, por lo que se necesitan nuevos.

Para el desarrollo del estudio se usoé columna cromatrografica para la
separacion de compuestos, y se realizaron pruebas’in vivo e in vitro. A partir
de esa informacion se obtuvieron los datos de acfividad antimicrobiana y

antiinflamatoria.

Los resultados indican que la reunién R9, que presentd valores, menores a
25 pg/mL contra Staphylococcus epidermidis, Klebsiella ‘priewmoniae,
Salmonella dublin, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans R4y R9,
mostraron inhibiciones del edema de 74.15% y 75.74% respectivamente,
dichos porcentajes son cercanos al farmaco de referencia, indometacina

(87.48%).
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Se concluye que Prosopis laevigata es una fuente de metabolitos con

potencial farmacolégico.
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