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RESUMEN

Se determiné la actividad antibacteriana y antinociceptiva de los extractos de
hexano, AcOEt y MeOH de las flores, hojas y tallos de Acacia confusa.

La prueba de actividad antibacteriana se realizé contra una bacteria gram negativa,
una bacteria gram positiva y dos hongos de interés clinico utilizando el método de
difusion en agar. Los extractos presentaron actividad similar a los controles positivos
utilizados a una concentracion de 100mg/mL.

La prueba de actividad antinociceptiva se realiz6 mediante la prueba de la formalina
en ratas Wistar con un peso de 200 a 280 g, evaluandose los extractos de Hexano,
MeOH y AcOEt en comparacion con el grupo control de solucion salina. Los
resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la media para
cada grupo. Para realizar la comparacion se utilizo la prueba de Dunnett. Al analizar
las ABC de cada grupo estudiado, el extracto de AcOEt de las hojas y el de AcOEt
de flores fueron los que tuvieron ABC menores, lo cual fueron los candidatos a
purificacion e identificacion de metabolitos secundarios.

La purificacidon del extracto de AcOEt de hojas se realizé mediante cromatografia en
capa fina y cromatografia en columna utilizando distintos solventes de polaridad
ascendente. La identificacion quimica se realiz6 mediante RMN de una y dos
dimensiones y comparacion bibliografica. Se determiné la estructura quimica de un
producto natural nuevo llamado: 28-acetoxi-3-O-p-cumaril-B-amirina a la cual se le
atribuye la posible actividad antibacteriana y antinociceptiva del extracto y cuyo

estudio fundamenta su uso en la medicina tradicional.



ABSTRACT

The antibacterial and antinociceptive activity of hexane, AcOEt and MeOH extracts
of the flowers, leaves and stems of Acacia confusa was determined.

The antibacterial activity test was performed against one gram-negative bacterium,
one gram-positive bacterium and two fungi of clinical interest using the agar diffusion
method. The extracts showed similar activity to the positive controls used at a
concentration of 100 mg/ml.

The antinociceptive activity test was performed using the formalin test in Wistar rats
weighing 200-280 g, evaluating the hexane, MeOH and AcOEt extracts in
comparison with a saline control group. The results were expressed as the mean (+
standard deviation) of each group. Comparison was performed using Dunnett's test.
When analyzing the ABCs of each group studied, the AcOEt extract from leaves and
the AcOEt extract from flowers had the lowest ABCs, which were the candidates for
purification and identification of secondary metabolites.

Purification of leaf AcOEt extract was performed by thin layer chromatography and
column chromatography using different solvents of ascending polarity. Chemical
identification was performed with one- and two-dimensional NMR and literature
comparison. The chemical structure of a new natural product called: 28-acetoxy-3-
O-p-coumaryl-p-amyrin was determined, to which the possible antibacterial and
antinociceptive activity of the extract is attributed and whose study supports its use

in traditional medicine.
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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional es la forma mas antigua de asistencia primaria a través de
la utilizacion de plantas y extractos con valor terapéutico (Cruz, 2016). Estas
alternativas en el tratamiento son reconocidas hoy como un recurso fundamental
para la salud, y forman parte de la cosmovision de pueblos indigenas en el
conocimiento sobre el uso de plantas medicinales, dado que en México tenemos
mas de 60 pueblos indigenas que representan un 10% aproximado de la poblacion
total, hace que sea un pais reconocido como multiétnico y pluricultural, en el cual la
medicina tradicional es un fendbmeno de la cultura nacional con caracteristicas
propias y autosustentable (Jiménez Silva, 2017). Las plantas utilizadas por estos
pueblos indigenas contienen numerosos compuestos organicos denominados
‘metabolitos secundarios”, los cuales no intervienen directamente en su
metabolismo, o al menos no se conoce con profundidad su funcion en la planta y se
asume que se emplean como mecanismo de defensa (Garcia Adrian, 2021) .

Estos compuestos pertenecen a diferentes grupos como son: aceites esenciales,
alcaloides, cumarinas, esteroides, fenoles, flavonoides, glucosidos, gomas,
iridoides, liganos, mucilagos, pectinas, quinonas, saponinas, taninos y terpenos,
entre otros (Avalos Garcia et al., 2009) a los cuales se les atribuye propiedades
curativas (Nicolas et al., 2017).

Estas plantas que contienen dichos compuestos o metabolitos secundarios son
usadas principalmente para aliviar afecciones primarias como: diarrea, vomitos,
dolor de estomago, fiebre, mareos, entre otras (De La Cruz & Dixon, 2012).
Actualmente se busca estudiar a mayor profundidad los extractos de distintas
especies vegetales debido a que tienen un alto potencial y las actividades biolégicas
gue puedan poseer suelen ser prometedoras; tal es el caso de los extractos de
Verbena officinalis y su actividad antinociceptiva (Plata Rivera et al., 2022) y los
extractos de Malva sylvestris que poseen actividad antimicrobiana (Cantaro
Guzman & Pachas Lugo, 2023)o incluso agregando nanotecnologia a la prueba de
estos extractos, como es el caso de las nanoparticulas cargadas con el extractos
de llex guayusa con actividad antimicrobiana (Pinedo Delgado, 2022).



El género de Acacia ha sido estudiado ampliamente en el cual se ha encontrado la
presencia de metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano y antinociceptivo
(Martinez Valencia, 2021)(Cavazos et al., 2021).

Los metabolitos secundarios de Acacia confusa han sido poco estudiados y los
estudios con los que cuenta han sido en regiones endémicas como Taiwan donde
se han reportado diversas actividades biolégicas como la capacidad antioxidante,
hepatoprotectora, antihiperuricemiante, inmunorreguladora y actividad contra el
virus de hepatitis C,entre otras (Yu-Tang et al., 2009).

El ambiente en donde se rodea la planta influye en la produccion de metabolitos
secundarios debido que al estar sometida a distintas condiciones como lo son la
temperatura, plagas, altitud, luz, entre otras, provoca la produccion de estos
compuestos como un mecanismo de defensa (Sepulveda Jiménez et al., 2003). Es
por ello que se enfatizoé el estudio de esta especie en otro punto de recoleccion
diferente al de la literatura citada.

Este trabajo fue realizado con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana y
antinociceptiva de los extractos de Acacia confusa cuya especie fue recolectada en
la ciudad de Tijuana B.C. y asi mismo contribuir con la identificacion quimica de
dichos compuestos responsables de ambas actividades biologicas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Medicina Tradicional

La medicina tradicional es una herramienta importante la cual es subestimada en la
atencion de padecimientos primarios practicandose todos los dias, en casi todos los
paises del mundo su demanda aumenta con el paso del tiempo (Cruz, 2016). Estas
especies utilizadas (que pueden estar basadas en plantas, animales y/o minerales)
en terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma individual
o en combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y
prevenir las enfermedades, deben tener seguridad y eficacia comprobadas para que
contribuyan a asegurar el acceso de todas las personas a la salud (Cruz, 2016).
Muchos paises reconocen actualmente la necesidad de elaborar un enfoque
coherente e integral de la atencion a la salud, que facilite a todos los usuarios el
acceso a la medicina tradicional de manera segura, respetuosa, asequible y efectiva
(OMS, 2014).

El reino vegetal posee muchas especies de plantas que contienen sustancias de
valor medicinal y un gran numero de ellas son ensayadas constantemente respecto
a su posible valor preventivo y curativo (Alvarez Quiroz et al., 2017). Es importante
destacar que también reciben la denominacién de productos naturales y tienen un
importante y significativo valor medicinal y econdmico, derivado éste ultimo de su
uso en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica (Velazquez Vazquez et al.,
2019).

2.2 Metabolitos Secundarios
Los organismos estan en constante cambio y adaptacion al ambiente, estos son
fabricas quimicas vivientes para la biosintesis de una gran variedad de metabolitos
secundarios y de hecho, son estos metabolitos los que forman la base de muchas
drogas farmaceéuticas comerciales, asi como remedios herbales derivados de
plantas medicinales (Li et al., 2020). Los diferentes componentes quimicos de las
plantas medicinales poseen actividades biolégicas que pueden mejorar la salud
humana a través de las industrias farmacéutica y alimentaria, pero también

representan un valor importante en las industrias de perfumeria, agroquimica y



cosmética (Rasool Hassan, 2012). Muchos metabolitos secundarios, como los
alcaloides, los terpenoides y los fenilpropanoides, se estan considerando para el
desarrollo de farmacos (Sanchita & Sharma, 2018).

La sintesis activa de metabolitos secundarios es inducida por la planta al exponerse
a estrés ambiental, como el ataque de organismos herbivoros, fitopatégenos, alta
densidad vegetal, competencia con otros organismos por nutrientes, falta o exceso
de luz o cualquier otro tipo de condicién que provoque un estado de estrés o tension
en la planta (Pagan & Garcia, 2020). Las sustancias quimicas que producen las
plantas como defensa son muy variadas y poseen diferentes funciones como la
inhibicion de agentes patogenos y evitar su ataque u ocasionando efectos negativos
a distintos niveles del organismo siendo algunos compuestos quimicos producidos:
saponinas, compuestos fendlicos que incluyen los acidos fendlicos y polimeros
complejos como los taninos y la lignina. Estos fitoquimicos tienen la capacidad de
provocar efectos farmacoldgicos, toxicologicos, bactericidas o bacteriostaticos
(Camacho Escobar et al., 2020).

2.3 Metabolitos secundarios identificados en extractos de Acacia confusa
Diversas investigaciones sobre metabolitos secundarios contenidos en extractos de
Acacia confusa han permitido el aislamiento de derivados fendlicos y flavonoides de
diferentes partes de la planta. Se han obtenido a la fecha un aproximado de 55
compuestos, incluidos 13 derivados fendlicos, 3 derivados del acido cafeico, 21
flavonoides, 13 glucdsidos de flavonoides, 1 lignano y 4 alcaloides, aislados de los
extractos de diferentes partes vegetales de Acacia confusa. Los extractos de hojas,
ramas, flores y capullos contienen glucésidos de flavonol, algunos flavonoides y
derivados fendlicos (Lin et al., 2018). En la Tabla 1 estan enlistados algunos de los
metabolitos encontrados en las diferentes partes de A. confusa.



Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados en Acacia confusa (Lin et al., 2018).

Parte de Acacia

confusa

Metabolitos encontrados

Madera

Acido 3,4-dihidroxibenzoico, éster metilico del acido 3,4 dihidroxibenzéico,
éster etilico del acido 3,4-dihidroxibenzoico, 4&cido 3-hidroxi-4
metoxibenzoico, 4'-pentahidroxiflavanona, 7,3,4-trihidroxiflavona, 7,8,3,4'-
tetrahidroxiflavona, 4'-trihidroxi-3-O-metilflavonol, melanoxetina, transilitina,

4'-O-metilmelanoxetina, 4'-O-metiltransilitina, okanin.

Corteza

4-hidroxibenzoico, éster etilico del acido 4-hidroxibenzoico,

acido 3,4-dihidroxibenzoico, éster metilico del acido 3,4-dihidroxibenzoico,
3,4- éster etilico del acido dihidroxibenzoico, éster butilico del acido 3,4-
dihidroxibenzoico, acido 3-hidroxi-4-metoxibenzoico, acido 4 hidroxi-3-
metoxibenzoico, 4-hidroxi-3,Acido 5-dimetoxibenzoico, éster etilico del acido
4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico, acido galico, éster etilico del acido galico,
acido 3,4-dihidroxi-frans-cindmico, éster etilico del acido 3,4-dihidroxi-trans-

cindmico, 3,4-dihydroxy-trans cindmico, acido pentil éster, lyoniresinol.

Ramas

Catequina, epicatequina ,catequina-3-O-a-ramnopiranésido, quercetina-3-O-
a-ramnopiranésido, luteolina, miricetina-3-O-f-glucopirandsido, miricetina-3-

O-a-ramnopirandsido, miricetina-3-O—(2"-O-galoil) y a-ramnopirandésido.

Hojas

Quercitrina, isomiricetina, miricitrina, 7-O-metilmiricitrina, miricetina-3-O—(2"-
O-galloil)-a-ramnopirandsido, miricetin-3-O- (2"-O-galoil) a-ramnopirandsido-
7-metil éter, miricetin-3-O— (3 “-O-galloil) -a-ramnopirandsido-7-metil éter (50)
y miricetin-3-O- (2", 3 *“-di-O-galloil) -a -ramnopirandsido, catequina,
epicatequina, luteolina, miricetina, 3-O-metilmiricetina, europetina, acido

galico y éster metilico del acido galico.

Flores y Capullos

Acido gdlico, afzelina, quercitrina, ramnetina-3-O-a-glucopiranésido
(quercetina-3-0-a-glucopiranosido-7-O-metiléter), ramnitrina, miricitrina, 7-O-

metilmiricitrina.




A continuacion, se muestran las estructuras quimicas de algunos metabolitos

secundarios aislados en Acacia confusa:
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Figura 1. Polifenoles de Acacia confusa.

2.4 Actividad antimicrobiana y el uso de productos naturales.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a un antimicrobiano como
aquel medicamento que es utilizado para prevenir o tratar infecciones en los seres
humanos, animales y plantas. Si bien la OMS en conjunto de otras organizaciones
como la Comunidad Andina de Naciones y la Universidad Nacional de Colombia
establecen que pueden diseharse nuevas alternativas de tratamientos mediante
bioprospeccion y asi aprovechar los recursos naturales como lo son las plantas
formulando nuevos compuestos antimicrobianos y poder beneficiar al sector salud
en el aspecto costo/beneficio comparado a utilizar antimicrobianos conocidos de

origen sintético (Nicolas et al., 2017).

2.5 Actividad antimicrobiana del género Acacia.

En distintas especies del género Acacia se ha encontrado que sus extractos poseen
actividad inhibitoria del crecimiento de algunos microorganismos lo cual nos da una
pauta para investigar si los extractos de Acacia confusa poseen esta actividad, como
lo son los extractos de hexano, AcOEt y MeOH de flores, hojas y tallos de Acacia
cochliacantha, los cuales presentan actividad similar o mas alta que los antibi6ticos
estandar y las bacterias con mayor sensibilidad ante estos extractos fueron B.

subtilis y S. aureus (Manriquez Torres, 2007).

OH



Otro estudio reveldé que los extractos de Acacia auricoliformis han presentado
actividad antibacteriana con concentraciones menores a las reportadas para inhibir
el crecimiento de B. megaterium, S.typhimurium y P.aeruginosa (Mandal et al.,
2005).

El autor Arias reporté en el afio 2004 la actividad antibacteriana de los extractos
etandlicos de Acacia aroma frente a algunas bacterias gram positivas como E.
faecalis, S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis
ATCC 29212 y bacterias gram negativas como: E. coli., K. pneumoniae, P. mirabilis,
E. cloacae, M. morganii, A. baumannii, P. aeruginosa, S. maltophilia, E. coli ATCC
35218, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 (Arias et al., 2004).
También se ha reportado que otra especie de este género como lo es Acacia
catechu tiene propiedades antimicrobianas contra seis microorganismos patdgenos
como lo son B. subtilis, S. aureus, S. typhi, E. coli, P. aeruginosa y C. albicans (Negi
et al. 2010).

Asi como para las especies mencionadas anteriormente, también existen reportes
para la actividad antimicrobiana de la especie Acacia arabica contra las cepas E.
coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris, S. typhi, S. flexneri, S. Paratyphi, S.
typhimurium, P. Aeruginosa y E. aerogenes en el aino de 2009. (Tambekar et al.,
20009).

Otro estudio demostré que los extractos de Acacia rigidula son eficaces frente a
bacterias gram negativas y positivas como: P. alcalifaciens, P. aeruginosa, Y.
enterocoliticay E. coli; S. aureus y E. faecalis respectivamente (Cavazos et al.,
2021a)

Acacia nilotica otra especie del género Acacia también conocida como goma arabica
también mostr6 actividad antimicrobiana frente a tres bacterias: E. coli, S.
aureusy S. Typhi siendo el extracto de las vainas el mas potente frente a E.coli
(Saini et al., 2008a).



Otro estudio demostré6 que los metabolitos (20S)-oxolupano-30-al, (20R)-
oxolupano-30-al y acido betulinico aislados de la corteza de los tallos de Acacia
mellifera presentan actividad antimicrobiana frente a distintos microorganismos,
como lo es S. aureus ATCC 25923 (Mutai, Bii, Rukunga, et al., 2009).

Un estudio reciente nos muestra que los extractos de etanol y cloroformo de las
hojas de Acacia mearnsii mostraron actividad antibacteriana contra P. aeruginosa y
E. faecalis (Ntshanka et al., 2020a).

En otro estudio se aislé de la corteza de Acacia ataxacantha el metabolito acido
betulinico-3- frans -cafeato y se evalué su actividad frente a distintas bacterias
mostrando eficacia contra ante S. aureus 'y P. Aeruginosa (Amoussa et al., 2016).

El extracto metandlico de la corteza de Acacia polyacantha mostré actividad
antibacteriana contra B. subtilis, S. aureus, E. coliy P. Aeruginosa (Daffalla et al.,
2018b).

El extracto metandlico de los tallos de Acacia caesia presentd una actividad
antibacteriana similar a la del antibiético usado como grupo control frente a las
cepas E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) y P. aeruginosa (ATCC
27853) (Ashwini et al., 2021a).

Los extractos de la corteza de tallos de Acacia senegal presentaron actividad
antibacteriana frente a S. aureus, E. coli, S. pneumoniae, S. pyogenes, P.
aeruginosa, P. vulgaris, S. typhiy S. dysenteriae (Okoro et al., 2012a).

Los extractos de Acacia bivenosa mostraron actividad antibacteriana contra S.
aureus 'y S. pyogenes (Pennacchio et al., 2005).

Otro estudio evalud la actividad antibacteriana de los extractos de raices y hojas de
Acacia karoo los cuales demostraron efectividad contra distintas cepas bacterianas
como: S. aureus, E. coli, S. typhi, P. aeruginosa, K.pneumoniae, P. vulgarisy B.
subtilis (Priyanka et al., 2015).



Los extractos de hojas de Acacia galpinii, Acacia karroo, Acacia
xanthophloea y Acacia sieberiana presentaron actividad antibacteriana contra S.
aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 27853 siendo el de A. xanthophloea el mas
activo y el de A. galpinii con menor actividad (Katerere & Eloff, 2004).

Los extractos etandlicos de hojas de A. kempeanay A. tetragonophylla fueron
evaluados frente a diversas especies bacterianas pero solo presentaron sensibilidad
frente a B. cereus ATCC 11778, E. faecalis ATCC 19433 (Palombo & Semple,
2001).

El extracto metandlico de las hojas de Acacia saligna demostré una actividad
antibacteriana frente a las siguientes cepas Dbacterianas: Listeria
monocytogenes (aislado clinico), E. coli ATCC 35210, S. aureus ATCC 6538, B.
cereus ATCC 14579, Micrococcus flavus ATCC 10240 y P. aeruginosa ATCC
27853 (Elansary et al., 2020a).

El extracto metandlico de la corteza de Acacia seyal mostré actividad antibacteriana

contra S. aureus, C. urealyticumy P. aeruginosa (Elmi et al., 2020a).

El extracto crudo de la corteza de los tallos de Acacia macrostachya presento
actividad antibacteriana contra E. coli, mientras que los extractos con los solventes
éter de petrdleo, etanol y metanol no presentaron actividad antibacteriana (Barfour
et al., 2021a).

Los extractos de A. arabica y A. raddiana presentaron actividad antifungica contra

C. albicans y A. niger (Tissouras et al., 2014a).

En la literatura se demuestra que mas especies del género Acacia presentan
actividad antibacteriana y antifungica como: Acacia salicina, Acacia jacquemontii,
Acacia mangium, Acacia tortilis, Acacia ampliceps, Acacia concinna, Acacia
robusta, entre otras. En general, el género Acacia posee una actividad
antimicrobiana de moderada a alta por lo cual este género puede explorarse mas a



fondo para estudios farmacoldgicos que permitan producir agentes antimicrobianos
potentes de origen natural (Adhikari Deeksha et al., 2023).

2.6 Fitoquimicos y metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en
el género Acacia
El género Acacia contiene varias sustancias bioactivas, incluidos los alcaloides
(fenetilamina, anfetamina, candicina, mescalina, tricocereina y
hordenina); glucésidos cianogénicos (linamarina, procacipetalina, heterodendrina,
prunasina, sambunigrina y lotaustralina); flavonoides (epicatequina, robinetinidol,
fasciculiferina, melacacidina, galangina, miricetina, crisina y apigenina); terpenoides
(acacigenina); compuestos fendlicos (acido elagico, acido ferulico y acido galico) y
taninos (galotanino). Durante las ultimas décadas se han encontrado mas de 100
compuestos activos en el género cuyos compuestos estan presentes principalmente
en las vainas, raiz, corteza y hojas de los arbustos de Acacia (Adhikari Deeksha &
Rangra Naresh Kumar, 2023).
En secciones anteriores se mencionaron algunas de las distintas especies de
Acacia con actividad antimicrobiana. A continuacion en la siguiente tabla se enlistan
algunos metabolitos secundarios y fitoquimicos encontrados en este género que
poseen actividad antimicrobiana.

Tabla 2. Metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana aislados en el
género Acacia.

Especie de Acacia Metabolitos secundarios

Acacia arabica Glucésidos cardiacos, flavonoides, alcaloides, taninos y
fenoles. (Tissouras et al., 2014).

Acacia raddiana Saponinas, triterpenos, alcaloides, flavonoides y taninos.
(Tambekar et al., 2009).

Acacia ataxacantha Lupeol, acido betulinico, acido-3-trans-caffeate (Amoussa et
al., 2016).

Acacia auricoliformis Saponinas (Mandal et al., 2005).

Acacia caesia Terpenos, fenoles, alcaloides, acidos grasos (Ashwini et al.,
2021).

Acacia macrostachya Taninos, flavonoides, triterpenos, fitoesteroles, cumarinas y
saponinas. Estigmaesterol (Barfour et al., 2021b)




Acacia mearnsii Fenoles, flavonoides, taninos y saponinas (Ntshanka et al.,

2020)

Acacia mellifera Triterpenos como: (20S)-oxolupano-30- al, (20R)-oxolupano-
30-al y acido betulinico (Mutai, Bii, Vagias, et al., 2009)

Acacia nilotica Alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas (Saini et al.,
2008b)

Acacia polyacantha Taninos, saponinas, esteroides, flavonoides, alcaloides y
cumarinas (Daffalla et al., 2018a)

Acacia rigidula Flavonoides, saponinas, terpenos y taninos (Cavazos et al.,
2021b)

Acacia berlandieri Flavonoides, saponinas, terpenos y taninos

Acacia senegal Taninos, saponinas y esteroles (Okoro et al., 2012b)

Acacia saligna Rutina, hiperdsido, Miquelianina, acido galico, y acido p-

cumarico. El acido p-cumarico se asocia a una fuerte actividad
antifungica. (Elansary et al., 2020b)

Acacia seyal Catequina, epicatequina, lupeol, campesterol, estigmasterol,
clionasterol, oleamida (EImi et al., 2020b)

Acacia farneaciana Flavonoides (Santander Ingrid, 2018)

2.7 Efecto antinociceptivo y el uso de la medicina tradicional

Existen diferentes tipos de dolor, en esta investigacidn nos centramos en el dolor
nociceptivo, que también es conocido como dolor fisiologico. Este es producido ante
una lesion en un tejido no neuronal activando nociceptores como consecuencia. Asi
como las plantas producen metabolitos secundarios como defensa, nuestro cuerpo
hace lo mismo produciendo este tipo de dolor como un mecanismo de proteccion
para mantener la integridad de nuestro cuerpo. Esto se debe al activar nociceptores
de alto umbral que solo se activan ante estimulos nocivos. El dolor nociceptivo suele
ser adaptativo provocando respuestas del sistema endocrino y del sistema
autonomo que generan conductas de proteccion, posturas de resguardo, alerta,
respuestas de retirada o huida entre otras (Rodriguez Gil, 2021).

El proceso neuronal de una sefal nociceptiva inicia con la transduccién donde el
estimulo nociceptivo es convertido en una sefial eléctrica en los nociceptores

(Wilfredo & Piéerola, 2007). La nocicepcion involucra la activacion de los



nociceptores y comprende los procesos de transduccidn, conduccién, transmision y
percepcion (Woolf, 2004):

1. La transduccidn es la conversion de los estimulos nocivos térmicos, quimicos y
mecanicos en actividad eléctrica por las terminales de las fibras aferentes periféricas
(nociceptores). Los estimulos nocivos son transformados en actividad eléctrica por
los receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés transient receptor potential)
y los canales purinérgicos, esta actividad eléctrica es amplificada por canales de
sodio que inducen potenciales de accion (Kuner, 2010).

2. La conduccidn es el paso de los potenciales de accion desde la terminal periférica
a lo largo de los axones hasta la terminal central de los nociceptores en el sistema
nervioso central (SNC). Las fibras aferentes nociceptivas llevan esta informacion
periférica a través de sinapsis glutamatérgicas hasta neuronas de segundo orden
principalmente en las laminas superficiales | y Il del asta dorsal de la médula espinal
(Kuner, 2010).

3. La transmision es la transferencia sinaptica de la informacion sensorial desde las
fibras primarias a través del asta dorsal de la médula espinal, hasta estructuras
cerebrales. En el asta dorsal de la médula espinal ocurre la integracion y el
procesamiento de la informacion sensorial entrante, mientras que la informacion
sensorial saliente de las redes espinales es enviada a través de diferentes vias a
sitios de proyeccion en el cerebro. Por ejemplo, el tracto espinotalamico lateral
proyecta informacion sensorial multimodal de neuronas de amplio espectro
dinamico (WRD, del inglés wide dynamic range) hacia el talamo lateral y ha sido
involucrado en el procesamiento del aspecto sensorial y discriminativo del dolor. En
contraste, el tracto medial espinotalamico y el tracto espinoparabraquial proyectan
al talamo medial y estructuras limbicas, las cuales se cree median el componente
emocional y aversivo del dolor (Kuner, 2010).

4. La percepcion se refiere al proceso por el cual los procesos anteriores
interaccionan con la psique del individuo, para crear la experiencia emocional vy;

como tal subjetiva que se percibe como dolor (Rang y col., 1994; Woolf, 2004).
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La experiencia dolorosa es percibida en la corteza, en consecuencia la informacién
es enviada a la médula espinal para producir que un reflejo produzca el retiro del
estimulo nocivo (Kuner, 2010).

El dolor se considera uno de los factores que mas afecta la calidad de vida de los
pacientes y entre las alternativas terapéuticas no sélo son considerados los
farmacos sino también el uso de plantas medicinales. La OMS revela que las plantas
siguen siendo una gran fuente para el cuidado general de la salud de la mayoria de
la poblacion mundial (Gonzalez Trujano et al., 2006).

2.8 Fitoquimicos y Metabolitos secundarios de distintas especies con
Actividad Antinociceptiva

En la literatura se encuentra evidencia de distintas especies vegetales que

contienen fitoquimicos y metabolitos secundarios previamente identificados a los

que se les atribuye tener actividad antinociceptiva. Algunos de estos ejemplos estan

enlistados en la siguiente tabla.

Tabla 3. Fitoquimicos y Metabolitos secundarios con actividad antinociceptiva.

Especie Metabolitos secundarios

Erythrina crista-galli L. Alcaloides (Mifio Jorge et al., 2002)

Solanum multifidum Alcaloides (Soto Marilu, 2014)

Lycianthes lycioides

Salvia purpurea Terpenos y compuestos fenolicos (Cuevas-Morales et
al., 2022)

Clusia ellipticifolia Acido betulinico, friedelinol and friedelina (Ahmed M. et
al., 2004)

Berberis ruscifolia Berberina (ver figura 2) (Del Gaudio Micaela et
al.,2023)

Salvia microphylla Acido rosmarinico (Ghasemzadeh Rahbardar &
Mahboobeh Hosseinzadeh, 2020)

Salvia lachnostachys Fruticulina (Santos et al., 2017)

Salvia circinata Amarsolide A, Pedalitina (Moreno-Pérez et al., 2019)

Pereskia bleo Kunth Vitexina, glucosido de [3-sitosterol y B-sitosterol (Abdul-

Wahab et al., 2012)

11



Syzygium cumini Delfinidina 3-glucésido, peonidina-3,5-diglucésido,
escopoletina y umbeliferona, acido quinico, la
catequina y la miricetina. (Qamar M et al., 2022)

Paederia scandens Glucosidos y polisacaridos iridoides (Chu et al., 2008)

Figura 2. Estructura quimica de la berberina (Del Gaudio Micaela et al.,2023).

2.9 Actividad Antinociceptiva en el género Acacia

En el género Acacia no hay muchos estudios donde se evalue el efecto
antinociceptivo. En la literatura se muestra un estudio realizado en el afio 2021 con
la especie Acacia farnesiana donde sus extractos metandlicos presentaron mejor
actividad que los farmacos control pero carece de estudios de caracterizacion donde
se identifique los metabolitos responsables de dicha actividad (Martinez
Valencia,2021).

En el estudio realizado por Lin y colaboradores se caracterizaron los metabolitos de
las diferentes partes de Acacia confusa y se encontraron glicosidos de flavonoides
como quercetina, isomyricetina y myricitrina, en los cuales ya se han demostrado

en algunos estudios su actividad antinociceptiva (Espinosa-Juarez et al., 2017).

2.10 Género Acacia

Acacia es un género de arbustos y arboles de la familia Leguminosae, subfamilia
Mimosoideae, compuesto por mas de 1300 especies, que se distribuyen en forma
natural en todos los continentes con la excepcién de Europa. Mas de 900 de estas
especies son nativas de Australia y las restantes de las regiones tropicales secas y
templadas calidas de Africa, sur de Asia y América; pueden ser arboles, arbustos,
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trepadoras, rara vez hierba: armados con aguijones o espinas, sus hojas bipinnadas
o reducidas a filodios, presentan inflorescencias individuales que pueden ser
cabezas globulares o picos cilindricos; las inflorescencias pueden variar en color
que van desde crema, amarillo oro, purpura o rojas y muchas de estas especies
estan delicadamente perfumadas (Barros Asenjo, 2007). A continuacién, en los
siguientes parrafos se describen los 6rganos principales de este género.

2.10.1 Corteza
El color de la corteza en las especies americanas es variable de liso a casi blanco
en A. feddeana Harms, de color rojizo a marron oscuro en A. macracantha; existen
al menos tres especies que se reconocen facilmente por su corteza descascarada

amarilla: A. albicorticata, A. coulteriy A. willardiana (Mendez Pérez, 2017).

2.10.2 Hojas y Filoides
En las plantulas de todas las acacias los primeros pares de hojas son pinnadas o
bipinnadas; en las especies de Africa persiste la hoja bipinnada por ejemplo en A.
nilotica. En muchas especies australianas las hojas se marchitan y desaparecen
durante el primer afio y su funcidén es tomada en los peciolos que se desarrollan en
estructuras semejantes a hojas denominadas filoides. Cada filoide puede tener una
sola vena o una serie de venas mas o menos paralelas (Méndez Pérez, 2017).
Los filoides consisten principalmente en peciolos aplastados verticalmente (unas
pocas especies se han aplanado horizontalmente), el raquis de las hojas verdaderas
tiene glandulas pequenas (también llamadas nectarios extraflorales) en sus lados
superiores; Estas glandulas estan aparentemente mejor desarrollados en América
Central que en especies australianas; Los filoides varian en tamafo, miden

aproximadamente 1,5 mm de largo (Barros Asenjo, 2007).

2.10.3 Espinas
No todas las especies tienen espinas, cuando estan presentes, estan dispersas por
las partes vegetativas de la planta, las espinas son rectas, por ejemplo, en tallo viejo
de A. polyphylla y A. riparia Kunth son mas curvados, en A. lacerans son abundantes

y dispuestos en filas; en algunas especies las espinas se parecen a los nédulos de
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la raiz, por ejemplo en A. picachensis Brandegee y A. ilioana o en grupos de tres
como en A. purpusii; Las especies americanas generalmente tienen espinas mas

pequefias que las especies africanas y asiaticas (Mendez Pérez, 2017).

2.10.4 Estipulas
Las estipulas de Acacia son apéndices de la hoja y se presentan en pares y tienen
tejido vascular. En el género Acacia las estipulas tienen espinas persistentes y
evidentes; sin embargo, en algunas especies robustas, en los ganglios se
encuentran pustulas lignificadas que pueden ser confundidas con estipulas
espinosas, por ejemplo, las ramas maduras de A. Picachensis tienen pares de
espinas en los nudos y también pequefias cicatrices de las estipulas foliares
decrecientes. La especie A. choriophylla tiene espinas anatomicamente verdaderas,
aunque no se agrandan como en otras especies de Acacia,; entonces, las estipulas
van desde muy discretas hasta las espinas largas persistentes; Si una especie de
Acacia presenta estipulas foliares llamativas, el taxon debe pertenecer al subgénero
Aculeiferum, porque este tipo de estipula foliar no esta presente en el subgénero
Acacia; estas se extienden de un estrecho linear a ancho y tienen muchas
nervaduras; por ejemplo, en A. reniformis , las estipulas son de 2-3 x 1.3-3.5 cm en

el tamafo y tienen nervaduras multiples fuertes (Cialdella, 1984).

2.10.5 Flores
Las flores de Acacia son pequefias, regulares y generalmente hermafroditas.
Basicamente cada flor contiene 4 o 5 sépalos y pétalos; Los sépalos pueden
hallarse libres o unidos formando un caliz, y los pétalos pueden estar libres o unidos
formando una corola. Los estambres son numerosos y emergen desde abajo o justo
arriba de la base del ovario; un estilo filiforme sobresale levemente mas arriba de
los estambres. El ovario es sésil o con un corto pedunculo y su superficie externa
puede ser lisa o cubierta de pelos diminutos; cada flor esta sostenida por una
bractea pequefia cuya forma varia con las especies. Las acacias son muy
conspicuas en su floracion y una floracidon abundante indica grandes cosechas
potenciales de semillas. El color de la flor se debe principalmente al color de los

filamentos estaminales emergentes (Cialdella, 1984).
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2.10.6 Frutos

Los frutos varian de una simple legumbre plana, recta, dehiscente, papiracea o
coriacea, con un subdesarrollado endocarpo, a una fruta turgente, casi cilindrica,
septada, no dehiscente con un mesocarpio poco desarrollado. Los frutos varian en
longitud, de 5-35 a 40 cm de largo en especies americanas (Mendez Pérez, 2017).
Una caracteristica de Acacia es la gran diversidad de sus vainas. Las vainas son en
forma lineal a oblongo, plana para cilindrica, recta o curva o retorcido en espiral, y
por lo general dehiscente (Cialdella, 1984).

2.10.7 Semillas

En las especies americanas la mayoria de las semillas son de tipo ortodoxo, con un
pleurograma muy desarrollado; las excepciones son A. mikanii Benth, A. miersii
Benth y A. scleroxyla Tuss, con semillas muy planas y aladas, sin pleurograma; No
se han utilizado semillas para identificar las especies, ya que muchas de ellas no se
conocen maduras, especialmente en especimenes de herbario, sin embargo, el
tamano, la forma, y el pleurograma son caracteres consistentes dentro de las
especies, de modo que cuando se conocen semillas de todos los taxones, las
caracteristicas de la semilla deben ser taxondmicamente utiles (Rico Arce, 2001).

2.10.8 Desarrollo Floral
Existen pocos estudios sobre la edad minima en la que las acacias pueden producir
flores ya que puede ocurrir entre el primer y cuarto afo; En Sudafrica en
plantaciones de A. mearnsii las plantas comienzan a florecer a la edad de 20 meses
y producir poca semilla a partir del tercer afio, pero es al quinto o sexto afio cuando
producen grandes cantidades de semilla (FAO, 1983).

2.11 Descripcion de la especie Acacia confusa
Acacia confusaes una planta de hoja perenne;los tallos y las raices son
increiblemente duras y extremadamente fuertes; la albura es de color amarillo palido
(ver Figura 3) y el duramen es marron chocolate por los taninos; Los filoides son de
color verde opaco, de 8 a 10 cm de largo y 10 a 15 mm de ancho, alternados de
forma curvada, ligeramente engrosada, lampifia, con 3 a 5 delgadas venas paralelas
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desde la base, los racimos de flores son de bolas de color amarillo brillante de
aproximadamente 6 a 20 mm de diametro que emergen de las ramitas.Los frutos
(vainas) son estrechos y planos, de 5 a 10 cm de largo y 8 a 10 mm de ancho,
marrdn oscuro y abierto. Las semillas son como frijoles, alrededor de 5 mm de largo,
con forma eliptica, de color marrén oscuro, ligeramente aplanadas y brillantes (Wei
etal.,, 2011).

Figura 3. Acacia confusa.

2.11.1 Distribucion geogréfica género Acacia
El género Acacia es el segundo mayor de la Familia Leguminosae, con alrededor
de 1,400 especies distribuidas alrededor del mundo en climas tropicales y calurosos.
La mayor abundancia de especies se encuentra en Australia (1,010 especies),
seguida de América (185 especies), Africa (150 especies) y Asia (60 especies),
mientras que en Europa han sido introducidas para su cultivo. De las
aproximadamente 85 especies de Acacia presentes en México (ver Figura 5) 35 de
ellas se distribuyen en los estados fronterizos del norte, 12 en Coahuila, 12 en
Nuevo Ledn y 11 en el centro de Chihuahua. La mayoria de las especies crecen en
areas de planicie de climas aridos y conforman parte importante de los matorrales

en el norte de México (Mendez Pérez, 2017).
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Figura 4. Distribucion geografica del género Acacia en baja california
(CONABIO,2022). Los puntos marcados en el mapa sefalan la presencia de
Acacias distribuidas por todo el estado de Baja California.

2.11.2 Distribucioén de Acacia confusa
Acacia confusa (Leguminosae) es una especie endémica de Taiwan y es una de las
plantas mas extendidas. A. Confusa es una planta muy adaptable y de rapido
crecimiento apta para vivir en condiciones extremas condiciones.Se puede
encontrar a lo largo de la costa y el rio, ligeramente en desde la marca de la marea
alta; hasta los bosques templados en las alturas de montafias, pero muy por debajo
de la linea de congelacion; sin embargo, suele ser mas comun por debajo de los
1000m a las temperaturas en el rango de 20°C a 30 °C. En la naturaleza, puede
crecer en los suelos con pobres valor nutricional, como arcilla dura, limo, tierra y

llanuras rocosas y sierras (Wei et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general: Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
obtenidos de Acacia confusa, asi como aislar los metabolitos secundarios de los
extractos obtenidos mediante técnicas fisicas, quimicas y espectroscopicas con la
finalidad de identificar a los metabolitos responsables de su actividad biolégica.

3.2 Objetivos especificos:

1. Recolectar, separar y moler la especie vegetal seleccionada para este estudio,
para la obtencion de extractos con solventes de polaridad creciente.

2. Obtener extractos mediante maceracion utilizando solventes organicos, hexano,
acetato de etilo y metanol en hojas, tallos y flores de Acacia confusa.

3. Determinar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos en las cepas
C. albicans ATTCC 14053, E. coli ATTCC 25922, Cryptococcus neoformans y
Streptococcus mutans mediante el método de multi sensidiscos de Kirby Bauer.

4. Determinar la actividad antinociceptiva de los diferentes extractos obtenidos de
hoja, tallo y flor de Acacia confusa en la prueba de la formalina en ratas.

5. Seleccionar los extractos bioactivos que seran candidatos a separacion
cromatografica.

6. Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos mediante

meétodos fisicos, quimicos y espectroscopicos.
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4. JUSTIFICACION

Durante muchos afos las plantas medicinales han sido utilizadas alrededor del
mundo para tratar multiples enfermedades. Por lo que se les consideran viables
para ser estudiadas, debido a que estas pueden tener un alto potencial en la
contribucion de entidades farmacoldgicas, que pueden beneficiar a la sociedad,
siempre y cuando su uso sea el adecuado. En México, se tiene una amplia variedad
de especies vegetales que han permitido la utilizacidn de especies tradicionalmente
en el tratamiento de padecimientos primarios; sin embargo, muchas carecen de
estudios biolégicos y quimicos que corroboren el efecto terapéutico, que
potencialmente se les atribuye en la medicina tradicional. Debido a que acudir a los
servicios de salud para ciertas localidades puede ser limitado, generar estudios
quimicos de las especies vegetales que utilizan las comunidades de escasos
recursos o con acceso limitado a centros de salud, permite el uso seguro y correcto
de la planta. Es por esto que las plantas medicinales han resultado una buena
opcion para la obtencion de nuevas moléculas diana con potencial actividad
farmacoldgica como lo son los estudios de la especie Cordia dentata (Boraginaceae)
o conocida comunmente como Tiguilote en donde se ha encontrado que los frutos
de esta especie tienen propiedades antipirética (tratar la fiebre) y antitusivas (para
tratar la tos)(Nunez et al., 2014). También es el caso de la especie Quercus spp o
mejor conocida como bellota de la cual se han estudiado sus propiedades
astringentes para combatir las diarreas debido a los taninos que posee (Garcia
Gomez & Pereira Sieso, 2013).

México al ser un pais con una gran diversidad de especies tiene una gran
oportunidad de realizar estudios fitoquimicos y estudios bioldgicos para sustentar el
uso de sus especies vegetales para beneficio de sus habitantes de manera segura,
rapida y menos costosa.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo del presente proyecto de investigacion, fue llevado a cabo mediante la
siguiente metodologia (Figura 5). Primero, la especie fue recolectada siendo
identificada después por un experto que proporciond la clasificacién botanica de la
misma. Después fueron separadas las partes de interés de la planta y se dejaron
secar para proceder a la maceracion con los distintos solventes de polaridad
ascendente.

Los extractos obtenidos fueron evaluados para determinar su capacidad
antibacteriana y antinociceptiva. Posteriormente se eligieron los extractos activos
para analizar su composicién y aislar y purificar los metabolitos secundarios
mediante técnicas como cromatografia en capa fina y en conjunto con otros

meétodos fisicos, quimicos y espectroscopicos se determind su estructura molecular.

Informacién Identificacién T
£: —_— — L. RS-
etnobotanica taxondmica Revision bibliografica
Y -
Secado, separacion | pisoventes
Colecta de las especies vegetales | ——» | y molienda de sus | ——— Extractos
partes
Evaluacién de la actividad|
antibacteriana
Cromatografia EXTRACTO

Sustancias puras| -«——— répida (flash) -——
HPLC, capa fina BIOACTIVO

Métodosfisicos Métodos
y quimicos espectroscopicos

Estructura ACTIVIDAD PRINCIPIO
FARMACOLOGICA ACTIVO

Figura 5. Flujograma de la metodologia.

20



5.1 Colecta e identificaciéon de la especie
Las muestras vegetales fueron colectadas en el estado de Baja California, en la

ciudad de Tijuana.

5.2 Obtencion de los extractos
La especie fue separada (tallos, hojas y flores) y secada a la sombra durante
aproximadamente 30 dias. Las distintas partes se sometieron a molienda mecanica.

Las muestras vegetales secas y molidas fueron colocadas en un matraz con
capacidad de 3L para ser extraidas mediante maceracion (ver figura 6) utilizando
tres solventes de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y metanol) por 15 dias

cada uno.

Figura 6. Tallos, flores y hojas en proceso de maceracion.

Después se filtraron y se procedio a separar el disolvente en un rotavapor a
temperatura de 50 °C para evitar una pérdida de los metabolitos secundarios. Los

extractos fueron guardados en viales y conservados en refrigeracion hasta su uso.

Los rendimientos obtenidos de las extracciones realizadas en la especie se

muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 4. Rendimiento de los extractos de Acacia confusa.

Rendimiento de los extractos

Tipo de extracto Peso (g) %
Hexano flores 2 0.2%
Hexano hojas 3 0.3%
Hexano tallos <1 0.1%
Acetato de etilo flores 10 1%
Acetato de etilo hojas 13 1.3%
Acetato de etilo tallos 4 0.4%
Metanol flores 28 2.8%
Metanol Hojas 32 3.2%
Metanol tallos 21 2.1%

Nota: los porcentajes de rendimiento se calcularon con base en peso seco de la planta sometida

a maceracion.

Fueron seleccionados para separacion los extractos con mayor bioactividad
identificada en las pruebas bioldgicas, siendo el extracto de hojas de acetato de etilo

el candidato principal.

5.3 Evaluacion antibacteriana de los extractos
Los extractos obtenidos se sometieron a un estudio de evaluacion antibacteriana

usando el método de Kirby-Bauer modificado.

5.3.1 Bacterias de prueba
C. albicans ATTCC 14053
E. coli ATTCC 25922
Cryptococcus neoformans
Streptococcus mutans

22



Las cepas de C. albicans ATTCC 14053 y E. coli ATTCC 25922 fueron donadas
por el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autonoma de Baja California
campus Valle de las Palmas y las cepas de Cryptococcus neoformans y
Streptococcus mutans fueron extraidas de muestras clinicas de voluntarios que
residen en el Albergue Las Memorias A.C. donde la mayoria de sus residentes
padecen tuberculosis o VIH, estas muestras también fueron aisladas e identificadas

en el laboratorio de microbiologia antes mencionado.

5.3.2 Preparacion de los medios de cultivo
Se prepararon medios de cultivo Mueller Hinton (MH) y Sabouraud segun las
especificaciones del fabricante y fueron llevados al autoclave a 121°C y 15 Ib/pg2
durante 15 minutos. Una vez temperado se vertio el preparado fresco y tibio a placas
Petri de vidrio estériles, para dar un fondo uniforme de aproximadamente 4 mm,
esto corresponde a 25- 30 ml para placas de 90 mm de diametro. El agar ya
plaqueado se dejo solidificar a temperatura ambiente.

5.3.3 Activacion de las cepas
Las cepas se encontraban refrigeradas en caldo MH para activarlas se resembraron
en placas con agar MH y se llevaron a la incubadora a 37°C por 24 horas. Después
se tomaron colonias aisladas y se resuspendieron en solucion salina hasta tener
una turbidez estandar de 0.5 en la escala de Mcfarland para estandarizar cada

inéculo de las bacterias correspondientes.

5.3.4 Preparacion de la muestra
Para preparar el extracto se tom6 un gramo previamente liofilizado y cada uno fue
resuspendido en 1 mL de agua destilada con ayuda tween 80 para una mejor
disolucidn. La muestra solo fue evaluada a la concentracion de 1g/mL, no se

realizaron diluciones.
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5.3.5 Inoculacion de las placas
Se agreg6 500 uL de cada indculo bacteriano preparado (1x108 ufc/mL) a 8 placas
con agar MH (2 placas para cada microorganismo) y con la ayuda de un hisopo se
esparcieron los indculos por todas las placas de tal manera que se obtenga un
crecimiento homogéneo, luego se repitié el procedimiento rotando la placa 60° en

dos oportunidades mas. Se dejé secar de 5 a 10 minutos antes de hacer los pocillos.

5.3.6 Formacion de los pocillos
Se esteriliz6 el sacabocados con alcohol y se flamed en el mechero, luego con
mucho cuidado se realizaron los pocillos, no mas de 6 pocillos por placa.
Los pocillos deben estar a mas de 15 mm del borde de la placa y deben distribuirse
de tal manera que no haya superposicion de los halos de inhibicion.

5.3.7 Sembrado de las muestras
Se agregaron 100 pyL de extracto a cada pocillo y como controles positivos se
utilizaron nistatina 100 yg/mL para C. Albicans y Cryptococcus neoformans y
estreptomicina 100 ug/mL para E. Coli y Streptococcus mutans.

__

ot

Figura 7. Sembrado de las muestras.
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5.3.8 Incubacion
Las placas inoculadas se llevaron a una incubadora a 37 °C durante 24 horas.
Después de 18 a 24 horas de incubacion, cada placa fue examinada. Las zonas de
inhibicion resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa homogénea
de crecimiento bacteriano. Los diametros de la zona de inhibicibn completa se
midieron en milimetros pasando por el centro de cada pocillo. La medicion se realizd

con un Vernier.

5.3.9 Interpretacion de los resultados
Una vez transcurrido el periodo de incubacion se observé un halo de inhibicién en
cada uno de los pozos, esto como consecuencia de la actividad inhibitoria del
crecimiento bacteriano de los extractos. La medicion de los halos de inhibicidén se

realiza con un vernier o en su defecto con una regla.

Figura 8. Medicion del halo de inhibicion.

5.3.10 Resultados de actividad antibacteriana

La evaluacién antimicrobiana se realizé utilizando el método de Kirby bauer
modificado, donde se observo inhibicion del crecimiento de los cuatro
microorganismos evaluados. El extracto hexanico de hojas y el extracto metandlico
de tallos no presentaron actividad inhibitoria sobre ninguno de los microorganismos.
Los extractos que mostraron mejor inhibicion fueron los extractos de acetato de etilo,
en especial, el extracto de AcOEt de hojas siendo este el principal candidato a
separacion cromatografica e identificacion de metabolitos secundarios.
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Los resultados del experimento se muestran detalladamente en la tabla 5 y figuras
9y 10.

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de los extractos de Acacia confusa.

Diametro del halo de inhibicién (mm)

Tipo de extracto C. albicans Cryptococcus E. coli Streptococcus
[1gr/ml] ATTCC 14053 neoformans ATTCC 25922 Mutans
Hexano flores - - 811 -

Hexano hojas - - - -

Hexano tallos - 7+1 - 7+1
Acetato de etilo
1041 9+1 13+1 15+1
flores
Acetato de etilo
) 1141 8+1 1141 17+1
hojas
Acetato de etilo
1041 8+1 1141 12+1
tallos
Metanol flores - - - 13+1
Metanol Hojas - - - 1141
Metanol tallos - - - -
Control positivo 18+12 21+1° 15+1° 15+1°

Control negativo - - - -

*Nota: - No mostré inhibicion; @ Nistatina 100 ug/ml , »Estreptomicina 100 ug/ml
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Figura 9 y 10. Caja de Petri con
siembra masiva de Candida
albicans y Cryptococcus

neoformans respectivamente.

5.4 Evaluacion antinociceptiva de los extractos de Acacia confusa.

Los extractos obtenidos fueron evaluados para determinar su actividad
antinociceptiva usando el método de la formalina 1% en ratas. La colecta y
obtencion de los extractos de Acacia confusa se describen en los apartados 5.1y
5.2.

5.4.1 Tratamiento del extracto

El extracto fue recuperado y disuelto con tween 80 al 1% para obtener la dosis
requerida en el experimento que fue de 100 mg/kg via oral empleando como

vehiculo solucion salina.

5.4.2 Animales
Se utilizaron Ratas macho Wistar de entre 200 y 280 g obtenidas del Bioterio de la
Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja California
campus Otay. Las cuales fueron mantenidas bajo condiciones controladas:
temperatura preestablecida de 19-22°C; una humedad relativa del 45-65%; un ciclo
de luz/oscuridad 12 h /12 h y alimentados con Lab Rodent Diet 5001 de PetFoods.

5.4.3 Efecto antinociceptivo
Para la evaluacién del efecto antinociceptivo, se empled el modelo experimental de
la prueba de formalina al 1%, conforme al protocolo previamente reportado por
Gong et al. en 2014. Este modelo se seleccion6 debido a su utilidad en la deteccion
de nuevos compuestos, al abarcar los mecanismos inflamatorios, neurogénicos y

centrales de la nocicepcion.
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En primer lugar, se procedié a pesar a cada uno de los especimenes de rata, que
fueron debidamente identificados con numeros con el fin de facilitar su seguimiento.
Posteriormente, se administré la dosis correspondiente del extracto de Acacia
confusa por via oral mediante el uso de una canula gastroesofagica.
Posteriormente, los animales fueron colocados en cilindros transparentes de acrilico
con dimensiones de 30x30x60 cm, durante un periodo de 30 minutos, con el
proposito de permitirles adaptarse a su entorno.

Una vez transcurrido este periodo, se procedidé a la administracion de 50 uL de
formalina al 1% en la superficie plantar de la extremidad posterior derecha por via
subcutanea, utilizando una aguja de calibre 31G. La solucion de formalina se
preparo a partir de una solucion comercial de formaldehido al 37%, la cual se diluy6
en solucion salina isotdnica. Después de la administracion de la formalina, los
animales fueron nuevamente ubicados en los cilindros de observacién, y se
cuantificd su conducta nociceptiva en intervalos de 1 minuto cada 5 minutos, durante
un periodo de 60 minutos en total. Las conductas relacionadas con el estimulo
nociceptivo se cuantificaron mediante la
determinacién de la incidencia de sacudidas
espontaneas de la extremidad inyectada o el tiempo
acumulado de lamidas de la pata inyectada
(frecuencia de sacudidas/lamidas). Se registraron
conductas nociceptivas tanto en la fase aguda
temprana (fase 1) durante los primeros 10 minutos
después de la inyeccidon, como en la fase tonica
tardia (fase 2) durante el periodo que abarco de los
10 a los 60 minutos posteriores a la inyeccion de

formalina. Al finalizar el experimento, los animales

fueron sacrificados mediante la administracion de
una sobredosis de pentobarbital (150 mg/kg, i.p.).
Figura 11. Prueba de la formalina.
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5.4.4 Actividad antinociceptiva

El efecto antinociceptivo del extracto fue analizado como se describe a continuacion:
en la dosis suministrada, se graficaron cursos temporales con la finalidad de analizar
la reduccion de la conducta nociceptiva (numero de sacudidas y el tiempo de
lamidas) con respecto al tiempo transcurrido en la prueba de formalina; se comparé
el grupo control con los grupos de ratas tratadas con distinto extracto. Asi mismo se
realiz6 un grafico del area bajo la curva de sacudidas para determinar el efecto
antinociceptivo total en cada una de las fases de la prueba de la formalina.

Estos resultados fueron expresados como la media aritmética + el error estandar de
la media, se utilizé6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar
diferencias significativas entre los grupos, asi como la prueba complementaria de
Dunnett para comparaciones multiples. Los resultados con una p<0.05, se

consideraron significativos.

5.4.5 Evaluacion de la actividad antinociceptiva en extractos

hexanicos de Acacia confusa

Los extractos hexanicos de flores y hojas fueron evaluados y comparados contra el
grupo control el cual fue administrado con solucion salina. En las graficas 1,2y 3
podemos observar detalladamente los resultados.

En la grafica 1 se puede observar una pequefia disminucion en el numero de
sacudidas cuando se administraron ambos extractos hexanicos en comparacion con
el grupo control. Comparando los tres grupos respecto al area bajo la curva, las
diferencias no son tan significativas si se comparan con el grupo de extractos de

acetato de etilo.
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Grafica 1. Comparacion del grupo control (rojo) contra los grupos de hexano flores (azul) y hexano
hojas (naranja) durante las dos fases del experimento de la prueba de la formalina en ratas.
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Grafica 2. Grafica de area bajo la curva (ABC) del grupo control (rojo), en comparacion con los
grupos de hexano flores (azul) y hexano hojas (naranja) durante la primera fase
(0-10 min) de la prueba de la formalina en ratas.
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Grafica 3. Grafica de area bajo la curva (ABC) del grupo control (rojo), en comparacién con los
grupos control de hexano flores (azul) y hexano hojas (naranja) durante la segunda fase del
experimento (10-60 min) de la prueba de la formalina en ratas.
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5.4.6 Evaluacion de la actividad antinociceptiva en extractos de
Acetato de etilo de Acacia confusa
Fueron evaluados los extractos de AcOEt de flores y hojas, comparados con el
grupo control el cual fue administrado con solucion salina. En las graficas 4, 5y 6

podemos observar detalladamente los resultados.
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Grafica 4. Comparacion del grupo control (rojo) contra los grupos de AcOet flores (azul) y hexano
hojas (naranja) durante las dos fases de la prueba de la formalina en ratas.
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Grafica 5. Grafica de area bajo la curva (ABC) del grupo control (rojo) en comparacién con los
grupos de hexano flores (azul) y hexano hojas (naranja) durante la primera fase del experimento
(0-10 min) de la prueba de formalina en ratas.
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Grafica 6. Grafica de area bajo la curva (ABC) en comparacion del grupo control (rojo) en
comparacion con los grupos de hexano flores (azul) y hexano hojas (naranja) durante la segunda
fase (10-60 min) de la prueba de la formalina en ratas

En la grafica 4 se puede observar una notable disminucion en el numero de
sacudidas en ambos grupos tratados con los extractos de AcOEt de A. Confusa en
comparacion con el grupo control. En cuanto al area bajo la curva del extracto de
acetato flores y acetato hojas se puede apreciar que el extracto de flores es mas

activo que el extracto de acetato hojas y que los extractos hexanicos.

5.4.7. Actividad antinociceptiva en extractos de metanodlicos de Acacia

confusa
Fueron evaluados los extractos metandlicos de flores, hojas y tallos y estos se
compararon con el grupo control el cual fue suministrado con solucion salina. En las

graficas 7,8 y 9 podemos observar detalladamente los resultados.
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Grafica 7. Comparacion del grupo control contra los grupos de MeOH flores (azul), MeOH hojas
(naranja) y MeOH tallos (verde) durante las dos fases del experimento.

Grafica 8. Grafica de area bajo la curva (ABC) del grupo control (rojo) en comparacién con los
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grupos de MeOH flores (azul), MeOH hojas (naranja) y MeOH tallos (verde) durante la primera fase
(0-10 min) de la prueba de la formalina en ratas.
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Grafica 9. Grafica de area bajo la curva (ABC)del grupo control (rojo) en comparacion con los

grupos de hexano flores (azul) y hexano hojas (naranja) durante la segunda fase (10-60min) de la
prueba de la formalina en ratas.

Se puede observar una disminucion en el numero de sacudidas en los grupos de
ratas a los que se les administrd los diferentes extractos metandlicos en
comparacion con el grupo control. Al analizar el area bajo la curva de los animales
tratados con los extractos metandlicos con respecto al grupo de animales tratado
con el vehiculo, los extractos con mayor actividad son los extractos de metanol hojas
y metanol tallos.

Al comparar las areas bajo la curva de todos los extractos evaluados se observa en
la grafica 10 que los extractos que presentaron mayor actividad son los extractos de
acetato de etilo y metanol, pero el extracto de AcOEt flores presentd un area bajo
la curva de 300 unidades de area (grafica 11) en comparacion con los extractos
metanalicos y hexanicos que presentaron areas superiores, siendo en esta prueba

el principal candidato a separacion cromatografica.
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Grafica 10. Comparacion del grupo control (rojo)contra los grupos de AcOEt flores (azul), MeOH
hojas (naranja) y MeOH tallos (verde) durante las dos fases de la prueba de la formalina en ratas.
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Grafica 11. Grafica de area bajo la curva (ABC) del grupo control (rojo) en comparacion con los
grupos de AcOEt flores (azul), MeOH hojas (naranja) y MeOH tallos (verde) durante la segunda
fase (10-60 min) de la prueba de la formalina en ratas.

5.5 Separacion cromatografica de los extractos de Acacia confusa
En primer lugar, el extracto fue probado en una cromatografia de capa fina a

distintas polaridades para elegir el sistema de solventes ideales para su separacion

en una columna cromatografica.
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5.5.1 Cromatografia en capa fina

Se tomd una hoja de silica gel 60 F2s4 de una medida de 3 cm x 5 cm dejando en
ambos extremos una distancia de 0.5cm para poder depositar la muestra y que ésta
pudiese correr por la placa de manera adecuada.

A una pequefia parte del extracto se le anadié AcCOEt para disolverse y con ayuda
de un capilar se tomé una pequena muestra la cual se deposité al centro de la placa

y se dejo secar por 1 minuto.

Se eligio un sistema en el que se encontrara un desplazamiento de los metabolitos
presentes en cada extracto a una distancia aproximada de 2/3 del tamaino de la
placa utilizada equivalente a un factor de retencion de 0.3 (Rf= 0.3).

Después de elegir a conveniencia el sistema de solventes ideales para su
separacion, se llen6 a una altura adecuada una camara cromatografica cuidando de
no exceder la altura de 0.5 cm que se sefial6 en un inicio. Acto seguido se introdujo
a la camara la hoja de gel de silice con la muestra impregnada, dejando el tiempo
necesario hasta observar que el solvente llega al limite superior sefalado. Una vez
en su limite se sacé de la camara y se dejo secar para poder observar en lampara
UV. Una vez la placa introducida en una camara obscura de luz UV se observo el
desplazamiento de los metabolitos y se toma la decisién de eleccién de otros
sistemas de solventes que sean ideales para la separacion de los metabolitos
presentes o si ese es el adecuado.

Al final se revelaron las placas con el revelador de cloruro de cobalto Il (CoCl.) para
fijar el desplazamiento de los metabolitos y ver de nuevo en luz UV el

desplazamiento de los metabolitos presentes.
5.5.2 Cromatografia en columna (Flash)

Después de elegir los sistemas ideales para la separacion de los metabolitos con la
cromatografia en capa fina, se siguio la siguiente metodologia. Para la preparacion
de la columna cromatografica, se pesaron 500 mg del extracto en un vial seco y
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limpio, el cual se disolvié con un minimo de AcOEt. A continuacion, se homogeneizé
el extracto con medio cucharada de gel de silice en otro vial, y se permitié que se
secara hasta obtener una consistencia de polvo fino. Luego, se selecciond el
tamafio adecuado de la columna siguiendo las recomendaciones de Clark Still
(1978). Marcas de una pulgada de separacion se hicieron en la columna con la
ayuda de un marcador permanente, numerandolas desde la base hasta la parte
superior. Un pequefio tapon de algodon en forma de cono se insertd en la parte
inferior de la columna para permitir el paso del solvente y evitar que el gel de silice
se desplace. La columna se colocé en un soporte universal, se llen6 con gel de silice
hasta la séptima pulgada, y se agité para un empaquetamiento uniforme.

La altura del gel disminuyd a aproximadamente la sexta pulgada, indicando el
tamano optimo de la columna. Se verificé que la columna estuviera nivelada en la
parte frontal y los laterales. Posteriormente, se empaquetd la columna con el
solvente menos polar (hexano en este caso), y se aseguré de que el gel de silice se
impregnara por completo. La columna se llen6 tantas veces como fuera necesario
para un adecuado empaquetamiento. Se reguld la presién con una bomba de aire
para que el solvente descendiera uniformemente (idealmente, una pulgada en 30
segundos o dos pulgadas en un minuto). Luego, se afiadid el extracto
homogeneizado al gel de silice, cuidando que descendiera uniformemente a través
de la columna. Para evitar que la columna se quedara sin solvente y se secara, se
utilizé un delgado tapon de algoddn seguido del extracto. Se prepararon frascos
numerados para colectar las fracciones que salieran de la columna. La columna se
llené con el solvente de eleccion en sistemas ascendentes de polaridad, y
finalmente, se encendi6 la bomba de aire para colectar las fracciones, registrando
su desplazamiento por la columna pulgada a pulgada. Este procedimiento se repitid
con distintos sistemas de menor a mayor polaridad para permitir la separacion de

los compuestos.

Una vez obtenidas las fracciones de la columna, se llevaron cada una de ellas a
concentrar mediante rotavapor, lo cual permitid la recuperaciéon del solvente
utilizado y se procedi6 al analisis en cromatografia en capa fina.
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Cuando las muestras ya estaban mayormente concentradas se repitié el
procedimiento de analizar las fracciones en cromatografia de capa fina, esperando

observar los compuestos de manera pura.

Si se observan los compuestos puros en cromatografia de capa fina, la muestra es
llevada a resonancia magnética nuclear, de lo contrario se somete esa muestra a

una columna de menor tamafno segun sea el peso de la muestra.

5.6 Purificacion e identificacion de metabolitos secundarios en el extracto de
AcOEt Hojas de Acacia confusa

La purificacion e identificacion del extracto se llevd a cabo con la metodologia
descrita en los apartados anteriores. Se utilizaron distintos sistemas de solventes
para la separacion de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto. Se
inicié con un sistema poco polar (hexano-AcOEt, 9:1) y se termind con un solvente
de alta polaridad (MeOH).

Mediante cromatografia en capa fina se observaron las fracciones recolectadas. Se
midieron los Rr de cada una de ellas y las fracciones con valores semejantes se
tomaron como una misma fraccion, resultando 7 grupos. Cada uno de esos grupos
aun no tenian un grado alto de pureza, sino una mezcla de compuestos, por lo que
se continud con su purificacion mediante cromatografia en columna (CC).

La fraccion del grupo 3 (77.4 mg) se sometié dos veces a CC en gel de silice usando
como eluyente hexano y hexano-AcOEt en orden creciente de polaridad. Lo anterior
condujo a la obtencion de un compuesto en forma de pequefios cristales (2 mg),
cuyo espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) se muestra en la Figura 13. La
comparacion de sus datos de RMN con los descritos (Tang et al.,, 2012) para
compuestos estructuralmente relacionados, permitid la caracterizacion de un
producto natural nuevo llamado: 28-acetoxi-3-O-p-cumaril--amirina (ver figura 12).
De los cuales observamos la senal doble caracteristica de la f-amirina a 5.26 ppm
y las sefiales dobles de los protones 28 y 28’ del grupo acetato a 4.04 y 3.71 ppm
respectivamente (Bandeira et al., 2007). Por otro lado, también son observables las

sefales para la funcionalizacién en 3 del acido p-cumarinico, tal es el caso de las
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sefiales dobles de alqueno alfa al carbonilo de los protones 2’y 3’ a 6.3y 7.6 ppm

(Ramorobi et al., 2022),asi como la sefial doble para los protones aromaticos 5’ y 9

a6.83ppmy6’ y8 a7.43 ppm (Lopez-Martinez et al., 2015).

OAc

Figura 12. 28-acetoxi-3-O-p-cumaril-f-amirina.
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Figura 13. Espectro de RMN de "H del 28-acetoxi-3-O-p-cumaril-B-amirina.
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6.CONCLUSIONES

En este estudio, se llevaron a cabo ensayos para evaluar la actividad antibacteriana
y antinociceptiva de los extractos hexanicos, de acetato de etilo (AcOEt) y
metanolicos (MeOH) de las flores, hojas y tallos de Acacia confusa. En los ensayos
de actividad antibacteriana, probamos los extractos frente a una bacteria gram
positiva, una bacteria gram negativa y dos hongos. Se observé una destacada
inhibicion con el extracto de hojas en AcOEt, a una concentracion de 1 g/mL.
Del mismo modo, en los ensayos de actividad antinociceptiva utilizando la prueba
de formalina, los extractos que mostraron los mejores resultados fueron los de flores
y hojas en AcOEt. Estos extractos arrojaron resultados similares a los del control
positivo utilizado en el experimento.

Ademas, llevamos a cabo la separacion cromatografica de los extractos y
caracterizamos las sustancias a través de métodos espectroscépicos, lo que nos
llevé a identificar un nuevo producto natural: 28-acetoxi-3-O-p-cumaril-B-amirina.
Los analisis de resonancia magnética nuclear (RMN) de una y dos dimensiones, asi
como las comparaciones con la literatura, confirmaron los desplazamientos
quimicos de este nuevo producto natural.

Este metabolito secundario aislado de Acacia confusa demuestra un gran potencial
para su uso individual o en combinacion con otros antiinflamatorios no esteroides
(AINEs) en el contexto de la actividad antinociceptiva, o con otros antibidticos para
potenciar su actividad antibacteriana. Nuestros resultados respaldan la continuacion
de investigaciones quimicas y experimentos especificos que puedan atribuir
directamente la actividad bioldgica a este metabolito secundario.

En dltima instancia, los hallazgos de esta investigacion respaldan el uso tradicional
de Acacia confusa en la medicina tradicional y sugieren un gran potencial para su

aplicacion en la atencién médica moderna.
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7. EXPERIMENTAL

Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La elucidacion estructural de los compuestos obtenidos se realizé mediante la
adquisicion de espectros de RMN utilizando un equipo Bruker de 400 MHz. Para la
obtencion de los espectros de RMN de 'H, 3C, experimentos COSY, HSQC vy
HMBC se utilizé CDCls (99.8% D).

Los experimentos (FIDs) obtenidos se procesaron y analizaron con el software
MestReNova.

Consideraciones bioéticas

El presente trabajo cuenta con la aprobacion del Comité Cientifico y Comité Interno
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Medicina y
Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja California. Todos los RPBIs fueron
dispuestos segun la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.
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