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RESUMEN
Gloria Maria Molina-Salinas Fecha de Graduacion: Diciembre del 2004

lIniversidad Autonuma de Nuevo Ledan
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS CON
ACTIVIDAD BACTERICIDA Y/QO BACTERIOSTATICA DE
PLANTAS DEL NORESTE DE MEXICO SOBRE CEPAS DE
Mycobacterium tuberculosis SENSIBLES Y
MULTIDROGORRESISTENTES

Nimero de paginas: 147 Candidata para el grado de Dcctor en Ciencias
con Especialidad en Quimica Biomadica

Arsa de Estudio: Quimica Biomedica

Propasito y Método de Estudio: £l incremento de cepas de M. tuberculosis "esisientes a
los medicamentos nos conduce @ la necesidad urgente de la blsqueda de nueves
compuestes con activicad antTB: una excelente alternativa son 10s preductos naturales Asl,
mediante (a evaluacion aiTs in vilro de extractos de plantas regionales seleccionadas {anto
por criterios etnofarmacologicas como quimiotaxoomicos sobre cepas sensibles y MDR de
M. tuberculosis, y mediante el erpleo del Método de Alamar Azul en microplaca fue posible
seleccionar al extracto metandlice de raiz de Leucophyltum frutescens come el candidato
para continuar con el fraccionamiento biodirgice. Para la purificacion se utiizaron ELL, VLG
y Cromatografias a Baja Presion FR. Se es:ablecie’on 1as esiructuras mediante el usa de
métodos espectroszdpicos’ UV-Vis, IR, 'H RMN, "*C RMN, DEPT, HMBC, HMQC y COSY.
Para los compuestos puros se determinaron sus MICs y se caracterzd su actividad antiTB,
asl como también se realizo |a evaluacian de Clsg de éstos para las larvas de Arfernia salina
en microplaca.

Conclusiones y Contribuciones: La evaluacién de |a actividad antiTB de extractos de 20
plantas regionales mostré que el extracto metanélico de raiz de | frutescens, e etéreo de
railz de Chrysactinia mexicana y el hexanico del irutc de Schnus molle -esultaron activos
schre ambas cepas micobacterianas. Las ires especies vegetales fueron seleccionadas en
el Noreste de Mexico par criterias etnofarmacoldgicos. El ‘raccionamienta hiod rigido del
extracto de ralz de L. frutescens condujo al aislamiento y caracterizacion de dos diterpenos:
el compuesto 3 con una MIC de 125 pgimL para ambas cepas micobactenanas y el
campuesto 4 con una MIC de 12.5 y 6§25 ug/mL para la cepa sensible y MDR de M.
tuborculosts, respectivamente. Ambas compuestos fueron micotactercidas y son B y 16
veces mas potentes que estreptornicina y rifamp.cina para a cepa MOR de M. fuberculos's.
Los compuestos fueron identificades como 5-[1.5-dimetil-4-hexeril]-5,6,7,8-tetrahidro-3,8-
dimetl-* -naftalenol y resullaron ser diasterscisomerus. Las Clgg para as larvas de A. saiina
fueron: 9.87 y B 72 ug/mL para los compuestcs 3 y 4, respectivamernte. Los nafialenoles
aisladas tienen 3 carbonos quiales por la que es necesaric establecer su estereoquimica
absoluta De igual manera ser'a deseable realizar os estudios preclinices para definir su
eficacia y seguridad. /
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

1.1.1 Definicion y Epidemiologia:

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagicsa de curso
subagudo o cronico. En el hombre esta infeccion puede afectar a diversos
organos, pero se localiza en los pulmecnes con mayor frecuencia. La TB
pulmecnar (TBP) es causada principalmente por Mycobactenum tuberculosis,
aunque M. bowvis ¥y M. affeanum también son agentes etiolégicos de esta
enfermedad, Otras especies como M. kansasii, M. avium, M. intraccllulare,
M. xenopi y M. fortuitum, producen en el hombre sintomas clinicos similares

a los de la TBP (Nolte FS y B Metchock. 1895).

La TB es considerada como un problema murdial de Salud Publica por su
amplia distribucion, prevalencia y mortalidad {(Ramirez CE y Cicero SR,

1984). La Qrganizacion Mundial de la Salud declard que esta enfermedad



debe ser consideraca como una emergencia global (Raviglione MC y cols.,
1985). Un tercio de la poblacidn mundial estd infectada con M. fubercufosis.
Ocho millones de nuevos casos y 3 millcnes de muertes ocurren anualmente

(WHO Report, 2002).

En México el panorama epidemiologico de la TB es tan preocupante como
en el resto de los paises en desarrollo; en |a segunda mitad de los afos 50’s,
la tasa de incidencia de TBP era de 33 5 casos nueves/100,000 habitantes y
disminuyd a 17.4/100,000 habitantes en la segunda mitad de los B80Q's
(Organizacion Panamericana de la Salud, 1894). Datos recientes del boletin
del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica en México, indican que durante el
afno 2003 se registraron un total de 13760 casos de TBP en nuestro pais,
2713 (19.71%) correspondieron a la Region Norte del IMSS que incluye a los
estados de Aguascalientes, Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo Leén,
San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas. De esta regién fuercn Nuevo Ledn
y Tamaulipas los que registraron el mayor numero, 701 y 725 casos

respectivamente (Epidemiclogia, 2004).

1.1.2 TB Drogorresistente:

Los medicamentos antimicrobianos contra la mayoria de las enfermedades
infectocontagiosas fueron desamollados entre 1930 y 1870 y con éstos las
naciones industrializadas consideraron que estas enfermedades pertenecian

al pasado. los agentes antituberculosaos (antiTB) eficaces fueron



descubiertos desde finales de 1940°s y 1950°s siendo el Gltimo [a nfampicina,
introducido en 1963 (citado por Cantrell CL y cols., 2001). Sin embargo, la
presencia de microorganismos resistentes a los mismos ha incrementado par
el uso, sobre uso y mal uso de los agentes antimicrobianos principalmente en
paises en desarrollo, donde la pobreza y el uso inadecuado de la terapéutica
promueven el desarollo de resistencia. Las cepas resistentes pueden

facilmente expandirse por todo el mundo, convirtiendose en un problema

mundial (Brundtland GH, 2000).

El incremento de las cepas resistentes a los medicamentos antiTB vy
principalmente las cepas resistentes a isoniazida y rifampicina, llamadas
multidrogarresistentes (MOR) estdn dificulitanda el control del TB, porque
éstos son los medicamentcs antiTB mas efectivos hasta la fecha (Raftan Ay

cols., 1998)

La presencia en nuestro pais de cepas de M tuberculosis MDR esta bien
documentada. En 1885 se reporta en la Cd. de México el aislamienta de 58
cepas de M. tuberculosis de las cuales el 30% resultaron monorresistentes
(Sifuentes-Osornio J y cols,, 1995). Durante el mismo ano en el estado de
Chiapas de un total de 18 cultives positivos de M. tuberculosis, 13 (72.2%)
fueron resistentes a uno 0 mas medicamentos (Alvarez-Gordillo GC y cals.,
1895). En 1998 en otrc estudio realizado en Chiapas, se encontré que de 61

cultivos positivos de pacientes con TBP, el 33 3% fue resistente a un



medicamento y 66.7% a dos o mas (Alvarez Gordilie GC y cols, 1999).
Pasteriormente en el 2000 durante un estudio realizado en Orizaba Veracruz,
se encontro que de 328 casos de TBP la tasa de drogorresistencia fue de
24.2 % y de multidrogorresistencia de 7.7% (Garcia-Garcia ML y cols., 2000).
En nuestra region existen reportes del aislamiento de cepas MDR de M.
tuberculosis. Uno de estos es el estudio realizado en el CIBIN en el cual se
caracterizaron durante el periodo comprendido entre enero de 1998 y enero
del 2000, un total de 65 cepas de M. fuberculosis, aisladas de pacientes
adscritos a la UMF No. 28 del IMSS: 52.3% de las cepas resultaron ser
resistentes a uno o mas agentes antiTB, se demostré un 20% de resistencia
primana, y un 27.7% de resistencia secundaria (Said-Fernandez S y cols ,
2001). En otro estudio realizado en el Hospital Universitario de la UANL se
reporta que de 186 aislados clinicos de M. tubercufosis, el 32 % fue

monorresistente y el 18% MDR (Yang ZH y cols., 2001).

1.2 La Quimioterapia de la TB

La guimioterapia de enfermedades infecciosas usando la sulfamida y la
penicilina fue un gran éxito; lamentablemente estas moiéculas eran
ineficaces contra M. tuberculosis. Desde 1914, Selman A. Waksman habia
estado evaluando sistematicamente bacterias del suelo y hongos; en la

Universidad de California en 1939 descubrid el marcado efecto inhibitorio de



ciertos hongos, especialmente actinomicetcs sobre el crecimiento bacteriano.
En 1840, él y su equipo lograron aislar un antibisdtico con actividad antiTB, la
actinomicina, que lamentablemente demostré ser demasiado toxica para el
uso en seres humanos o animales. Sin embargo en 1843, comprobd que |z
estreptomicing, purificada de Streptomyces griseus, combinaba la maxima
inhibicion de M. fuberculosis con una toxicidad relativamente baja en
animales de laboratorio. En noviembre de 1844, el antibidtico fue
administrado por primera vez a un paciente criticamente enfermo de TB. E|
efecto casi iInmediato fue impresionante. Su avanzada enfermedad disminuyd
visiblemente, las bacterias desaparecieron de su esputo, y se logré su rapida

recuperacion (NJMS National Tuberculosis Center, 19396).

Una sucesion rapida de los farmacos antiTB aparecit en los afos siguientes
A través de la monoterapia, mediante el uso de la estreptomicina, las cepas
mutantes resistentes comenzaron a aparecer en algunos meses, poniendo
en peligro el éxito del tratamiento. Otros farmacos se descubrieron en afios
subsiguientes. Después de la estreptomicina, fueron introducidos otros
agentes antiTB: el acido p-amino-salicilico (1949), 'a isoniazida (1952), la
pirazinamida (1954), la cicloserina (1955), el etambutol (1962) y [a rifampina
(1863) (Enarson DA y cols., 2000), Rapidamente fue demostrado que el
problema de la resistencia se podria superar con la combinacién de dos o

tres farmacos (NJMS National Tuberculosis Center, 1996).



Actualmente los medicamentos para tratar la TB se dividen en dos grandes
categorias. Los compuestos de primera linea combinan eficacia con un grade
aceptable de toxicidad; incluyen isoniazida, rfampicina, etambutol,
estreptomicina y pirazinamida. La mayor parte de los pacientes con TBP
pueden ser tratados satisfactoriamente con ellos. Por la aparicion de
resistencia microbiana c por factores propios del paciente como infeccion por
VIH, a veces se necesita recurrir a farmacos de segunda linea adicionales;
de esta manera el tratamiento se inicia con cinco a seis productos de esta
categoria como ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, Aacido p-amino-
salicilico, ciclcserina, amikacina, kanamicina y capreomicina (Mandell GL y

WA Petri, 1997; Iseman MD, 1893, WHO 1897).

El surgimiento de cepas MDR de M. {tuberculosis requiere et desarrollc
urgente de nuevos agentes antiTB (Rieder HL, 2002). La produccion y
desarrollo de tales agentes no habian sido percibidos como de alta priondad
per las compafias farmacéuticas hasta hace pocos afios. Actualmente ne
solo existe un esfuerzo coordinado por parte de la industria farmaceutica y de
los gobiernos de numeroscs paises para mantener vigentes y en produccion
les compuestos antiTB generales desarrollados hasta ahora (Bloom BR,
1894; Orme |, 2001), sinc que también estas mismas entidades reconocen la
necesidad de descubrir y desarrollar medicamentos antiTB mas efectivos y
seguros y de disefar mejores estrategias para el usc de los medicamentos

existentes (Cohn DL y cols.,, 1897). Los regimenes y su administracion



deberian quiza ser designados e individualizades, para prevenir la

emergencia de nuevas cepas MDR (Sutherland |, 1889).

En nuestros dias existe una necesidad urgente de nuevos medicamentos
antiTB y para su desarrollo existen dos estrategias: por un [ado la sintesis
quimica y per otro el aislamiento a partir de productos naturales come plantas
terrestres, organismos marinos y microorganismos. El mundo de las plantas
superiores es uno de los mas rices en distintas estructuras guimicas y con
variadas actividades biolégicas. Este heche, aunado al gran acervo cultural
de las etnias en el uso popular de las plantas medicinales para curar
enfermedades o tratar afecciones de distinto tipp, hace a la Medicina
Herbolaria fuertemente atractiva para su estudio como fuente de nuevos

medicamentos (Rates §, 2001).

1.3 La Medicina Herbolaria

Las mas antiguas civilizaciones conocidas crearon, desarrollaron vy
transmitieron la costumbre de recurrir a las virtudes curativas de
determinadas plantas y productos animales. Puede decirse que se trata de
uno de los primeros esfuerzos del hombre para comprender y, por tanto
utilizar la naturaleza coma remedio para la enfermedad y el sufrimientc. Este
conjunto de conocimientos que 'a humanidad ha acumulado acerca del uso

terapéutico de los productos naturales, ha perdurado durante milenios.



Podriamgs considerar cuatro grandes pericdos en el progreso del
conocimiento humano relativo a las plantas medicinales (Cabrera L, 1996;

Martinez M, 1987; Aguilar-Contreras A y cols., 1898).

Primer periodo: Curante la antigledad, egipcios, griegos y romanos,
acumularon grandes conocimientos empiricos que fueron transmitidos a
través de los arabes. Los egipcios utiizaban multitud de plantas para curar.
Las escuelas de Medicina, sttuadas generalmente en los templos, mantenian
un jardin de plantas medicinales. Fueron los griegos y después los romanos
quienes, a esos canocimientos heredados de Egipto, les otorgaron un nivel
superior. Los griegos reunieron en un tratado todes los conocimientos
meédicos de su tiempo. Durante la Edad Media los monjes fueron los
conservadores del saber antiguo. En los jardines de los monasterios se
cultivaban las plantas utilizadas para el tratamiento de las enfermedades gque

eran después elaboradas en la farmacia monastica.

Segundo periodo: En e! Renacimiento, con la revaloracion de |[a
expenmentacion y cbservacidn directa y con el desarrollo de los grandes
viajes geograficos, surgiria un periodo nuevo en el conocimiento de las
plantas y su aplicacién en Medicina. E| desarrollo dec las rutas maritimas
pcsibilité la llegada a Europa de plantas nuevas procedentes de paises
lejanos. S¢lo de Oriente en el siglo XVII se trajeron a nuestro continente

1350 plantas nuevas.



El catalogo de plantas medicinales se enriquecid, se precisd en la
descripcion de sus caracteristicas y la manera de emplearlas. Sin embargo, a
menudo, sélo se sabia el efecto que producian (as plantas en determinadas
enfermedades, pero no se congcia la causa por la cual actuaban ni tampoco

Su composicion,

Tercer periodo. A comienzos det siglo XIX se intrcduce el concepto de
célula; nace la Biologia gue junto con la Bioquimica permiten reconocer y
aislar entre otros, la morfina del opio, la estricnina de la nuez vémica y la
quinina de la corteza del guino. A partir de ese momentc se pudieron
reconocer las virtudes terapéuticas de las plantas por los compcnentes

quimicas o principios activos que contienen.

Cuarto periodo: En nuestro tiempo es sabido que los principios activas de
las plantas medicinales son aislades, purificades y caracterizados
quimicamente; ademas pueden ser sintetizados en el laboratorio y sujetos a
modificaciones estructurales para gue aumenten su potencia y disminuyan su
toxicigad (Cabrera L, 1988; Martinez M, 1987, Aguilar-Contreras A y cols.,

1998}

Es un hecho incontrovertible aceptade por la ciencia médica hace mas de
ciento cincuenta anos, que un numerg imporante de farmacos en Uso por la

Medicina contemporanea son abtenidos ¢e vegetales o de subproductes de



éstos. Sin embargo, el siglo XX nos ha ensefiado que el papel que juegan los
recursos herbolarios en el contexto de las llamadas “medicinas tradicionales
o indigenas” es ademas de practico a empirico en el fundamento de su
aplicacian, profundamente sacial par estar vinculado a diversos aspectas de

la cultura.

La Etnobctanica, rama de la Botanica que asume la valoracion cultural de los
recursos vegetales por las diversas etnias, ha centrado sus esfuerzos en Ja
clasificacion cientifica de las especies vegetales y en la sistematizacion de la
informacidn popular sobre el uso, casi siempre ancestral, que de las plantas
medicinales hace una comunidad en particular. La informacion etnobotanica
se difunde habitualmente mediante la creacidn de herbarios (colecciones de
plantas secas taxondmicamente crganizadas). libros y catdlogos de modelos
computarizados que reunen los datos sistematizados sobre las propiedades
medicinales atribuidas a los vegetales medicinales, colectados en los
ferritorios donde se utilizan estos recursos biologicos (Aguilar-Contreras A y

cols., 1998).

Es a partir de la informacién etnobotanica, que en la actualidad se inicia el
proceso de investigacion cientifica de una planta medicinal, proceso que
implica el disefio y aglicacién de una metodologia, que valore |a utilidad del
recurso vegetal utilizado en la practica médica popular o tradicional. Mientras

no se realice la evaluacién y ccrroboracién cientifica de los beneficios
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medicinales atribuidos a una especie, la informacién etnoboténica no pasard
de ser un valioso testimonio impreso de la cultura popular. Esta reflexidon
viene a lugar por la transicion cientifico-tecnoldgica que esta teniendo lugar
en la Medicina de nuestros dias y en nuestrc pais, y que seguramente
determinara el paradigma médice del siglo XXI. La incorporacidn de los
recurscs de las medicinas “alternativas” o “tradicionales”, al acervo de
conocimientos médicos del futuro inmediato, dependerid de su grado de
corrcboracion experimental y cientifica (Loczoya X. y cols., 1989; Lozoya X y
cols., 1982; Navarro V y cols., 1896; Lentz DL y cols., 1998; Encarnacion-

Dimayuga R y cols., 1998; O'Hara M y cols., 1958 Matthews HB, 1989).

1.3.1 Los productos naturales como fuentes de posibles agentes
antilB:
Se han encontrado 4 revisicnes importantes de fa evaluacion de la actividad

de los productos naturales como posibles agentes antiTB.

Newion SM y cols. (2000) incluyen los reportes de 30 afios acerca de la
evaluacion de actividad antimicobacteriana (especies distintas a M.
tuberculosis) o antiTB (anti-M. tuberculosis) de extractos, fracciones o
compuestos aislados de plantas. Las especies mas activas mencionadas
son. Allium sativum, Borrichia frutescens, Ferula communis, Heracleumn
maximu, Karwinskia humboldtiana, Leucas volkensii, Monesses uniflore,

Cplopanax horridus, Salvia multicaulis y Strobilanthus cusia.

1



En el 2001 Cantrell CL y cols., hacen una recopilacién de los reportes acerca
de terpenoides aislados de plantas que han demostrado de moderada a alta
actividad in vitro contra M. tuberculosis. En esta revision se incluyen 118
nuevos compuestos activos del tipp mono-, sesqui-, di- y biterpenos, y

esteroles asi como analogos y derivados semisintéticos. El compueste mas
activo contra M. tubcrculosis de este grupo es el diterpeno 12-
demetilmulticaulina (Figura 1) aislado de Salvia muiticaulis con una MIC
(Minimal Inhibitory Concentration por sus siglas en inglés) de 0.46 ug/mL el
cual es mas activo que etambutol y cercano a la rifampicina (Ulubelen y cols.,

1997).

OCH,

Figura 1. Estructura quimica de la 1Z2-demetimulticaulina, aislada de S.
multicaulis.

Tambien se encuentran otros terpenoides activos cocmo el guaianélido
dehidrocostus lactona aislado de Saussurea lappa can una MIC de 2 ug/mL

(Cantrell CL y cals., 1998), el ergosterol-5,8-endoperodxido aislade de Ajuga
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remota con una MIC de 1 ug/mL (Cantrell CL y cols., 1999) y el E-fitol aislado

de Leucas volkensii con una MIC de 2 ug/ml (Rajab MS y cols_, 1998).

En el 2003 Copp BR publica una revisidbn sobre productes naturales
antimicobacterianos aisiados y caracterizados entre 1980 y 2002. Durante
este periodo existen 248 citas y 352 compuestos aislados tanto de fuentes
terrestres comeo marinas. Los productos naturales incluidos son de naturaleza
quimica muy diversa. Menciona a acidos grasos, aromaticos, quinonas,
péptidos, alcaloides, terpenos y esteroides. Los productos naturales
antimicobacterianos y antiTB mas activos (MICs <4 pg/mL) identificados

durante este periodo estan incluidos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Productos naturales con actividad antimicobacteriana y antiTB

(Copp BR, 2003).

Compuesto Naturaleza Fusnts Especio da MIC
aislado uimica del Prodicta Mycobacterium (ngimL)
9 f Natural 4 KB
tubelactomicina A lactona | Necardia sp M. smegmatis f 0.*
(Bacteria)
Hypencum
drummendinas fenal drummondii M. smegmalis 1.56
(P anta)
ferulenol fenol co,:;lrﬁis i in‘frahc;.'l!u:nare, M'r. ’ 1.25
(Planta)_ xeriopi y M smegmatis
phomoxantonas xantcona Phomposis sp M tubserculosis H37Ra | 05
(Hongo)
basiliquinonas ’ S 038y
A quinona brasiliensis M. smegmatis
yB ; 0.78
(Bacteria)
Cananga
sampangina aniraquinana odorata M. intraceliuare J 0.39
(Pianta)
Didtscus
manzamines alcaloide oxeata M. tuterculosis H37Ry ~ 0.81-3.13
| (Esponja)
Borichia )
acido fusidizo estercide frutescens M. tuberculosis H37Rv 4
(Planta)
saringcsterol Lessonia
(mezcla de esteroide nigrescens M tuberculosis H37Ry 0.25
ep/meros C-24) (P'anta) |
] |
ergosteroi5.8: |\ agtergide | AMIEBMOE 1\ vy parculosis H3TRY 1
endoperoxide (Planta)

Okunade AL y cals., publican a principios del 2004, una nueva revision de
metabolitos naturales antimicobacterianos. Incluyen 88 compuestos aislados
de plantas, hongos y crganismes marinos y analogos semisintéticos que
demostraron actividad antiTB y scbre otras micobacterias; en la Tabla 2 se

incluyen los mas activos.
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Tabla 2 Productos naturales con actividad antimicobacteriana y antiTB
(Okunade AL y cols., 2004).

Compuesto Naturaleza Fuente del Praoducto Especle de MIC
aislado quimica Natural Mycobacterium pg/mL |
preussomerinas | polifencles Microsphaeropsis sp ( M. tuberculusis | 1.56-3.12
(Hongo) ]
. . Verticiiium
enniatinas pépticos hemiptergenum (Hango) M fubercuiosis 1.56-6.25
e ; . Didemnum sp
ascididemina aIcanEe (Organismo Maring) M. aurum 0.25
éster forbol terpenocide | Sapium indicum (Planta) M. tuberculosis .12
epidioxisterol esleroide | Monnda cifrifolia (Planta) M. tubsrculcsis 25

A pesar de que debidc a su toxicidad, solubilidad y/c limitaciones

farmacocinéticas, estos ejemplos especificos no han podido aun ser

desarrolladcs como medicamentos per se, sus esqueletos podrian proveer

estructuras bases utiles para el desarrolio de nuevos agentes antiTB.

1.4 Bioensayos para evaluar la actividad de agentes antiTB

Recientemente se han desarrollade métodos eficientes y rapidos para la

identificacion y evaluacidn de los perfiles de resistencia a antiTB de cepas de

M. tuberculosis, los cuales han sido adaptados para ufilizarse en Ia

evaluacidn de nuevas agentes antiTB. De manera general estos métodos los

podemos clasificar como sigue:
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1.4.1 Meétaodo Radiométrico Bactec 460 Becton Dickinson Laboratories,
USA (Inderlier CB y cols., 1996; Collins LA y SG Franzblau, 1997):

Se basa en la evaluacion del indice de crecimiento de los cultivos en 4 mL de
medio de Middlebrock 7H9 suplementado con &cido palmitico marcado con
"C: cuando el acido palmitice es metabalizado por las micobacterias, genera
[*C]-CQ;, que es detectado aln en muy peguenas cantidades. Cuando una
cepa se inocula en este medio (medio 12B), adicionado de un antiTB en una
conceniracion predeterminada (0 critica) ¥y se mide el crecimiento,
comparandola con el obtenido en un medio sin el medicamento, puede
obtenerse una relacidn expresada en porcentaje de inhibicién en
comparacidn al control. Aunque este sistema reduce el tiempo de evaluacién
de posibles agentes antiTB, a 6-8 dias, los costos son elevados. Mediante
esie bioensayo se puede obtener el porcentaje de inhibicién del crecimiento
micobacteriano y la MIC de un posible compuesto antiTB. Se requiere de la
compra del equipo y ¢ontar con una licencia oficial para el manejo y uso de
radioisttopos. Este método esta siendo substituido por uno que utiliza
fluorescencia, el cual es llamado por el fabricante (Becton Dickinson) Bactec

960.

1.4.2 Luminiscencia, expresidn del gen de la luciferasa (Shawar RH ¥
cols., 1997; Cooksey RC y cals., 1983):
El método utiliza cepas recombinantes de M. bovis (BCG) y M. intracellufare

que expresan el gen de la enzima luciferasa de |a luciémaga. Los andlisis se
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realizan en microplaca de 96 pozes. Este método permite el analisis rapido
de la enzima luciferasa para detectar la actividad antiTB de extraclios de
plantas. Los controles y los extractos problemas son muestreados
inmediatamente después de la inoculacidn, y después de 3 dias (M.
intraceliulare recombinante) y 5 dias (r BCG) de incubacidn para medir la
luminiscencia con un luminémetro, se calcula el cambio relativo en
luminiscencia, reportandose como porcentaje. Los resultados sugieren que el
analisis de |la expresion de la |uciferasa es rapido y exacto, ademas que
posee un gran potencial de acelerar la evaluacion de la actividad
antimicobacteriana in vitra de los extractos de plantas al trabajar con
micobacterias de crecimiento rapido. Con este métedo es posible realizar el
tamizaje de un gran numero de muestras en un corto periodo de tiempo.
También se puede trabajar con la cepa M. tuberculosis H37Ra y definir la

MIC después de 21 dias de incubacian.

1.4.3 Métodos de microdilucidn en medio liquida:

En este caso microplacas de 96 pozos contienen concentraciones
decrecientes del determinado “posible agente antiTB". La micobacteria en
estudio es incculada en los diferentes micropozos de la microplaca y la MIC
es determinada después de |a incubacidén, con la utilizacién o no de un

indicador de vizbilidad.
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1.4.3.1 Metodo del Alamar Azul en microplaca, MABA [por sus siglas en
inglés, Microplate Assay Blue Alamar) (Collins LA y SG Franzblau, 1997,
Franzblau SG y cols.. 1988):

El Alamar Azul es un indicador del potencial de éxido-reduccion, que mide la
proporcidn de micobacterias resistentes a una o varias concentraciones de
diferentes antilB; ésto mediante los cambias de color pramovidos por la
capacidad de las micobacterias viables de reducir el indicador presente en el
medic de cultivo. Cuando [as micobacterias estan creciendo, el Alamar Azul
cambia de color y el medio de cultivo vira del color azul a un color rosa
intenso. En cambio, si la velocidad de crecimiento disminuye y con ello €l
metabolismo bacteriano, los microorganismos no reducen el indicador y no
se observa un cambio en el coler del medio. Asi, la intensidad en el viraje de
color es un indicativo del efecto de |las diferentes concentraciones del antiTB
sobre la poblacion de las micobacterias presente en las poros de |a
microplaca. Dichos cambios de color se comparan con los de cultivos
testigos, los cuales no han recibido medicamentos ¢ aguellos que se han
lisado completamente de manera intencional (cultivas no viables). Al igual
que con el sistema Bactec 460, mediante MABA es posible determinar tanto
el parcentaje de inhibicién a una concentracion de interes como la MIC al
utilizar un lector de microplacas para cuantificar ya sea fluorescencia o la
permanencia del color azul (UV-Vis). El costo de! MABA es menor y los
resultadcs se obtienen rapidamente (4-8 dias). Ademas este método puede

semi-automatizarse con un micredilutor. Este métade tiene actualmente gran
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aceptacion en los laboratorios de Micobacteriologia Clinica, debido a que es
rapido, reproducible, de bajo costo y adecuado tambien para su utilizacion en

el rastreo de |a actividad antiTB.

1.4.3.2 Métodos que utilizan sales de Tetrazolio an Microplaca, TEMA
(por sus siglas en inglés, Tetrazolium Microplate Assay):

Estos métodos utilizan sales de Tetrazelio como indicador de viabilidad
celular, las cuales son reducidas a formazan. El costo del TEMA en

comparacion con MABA es menor, precisamente por el costo del indicader.

Dentro de las sales que recientemente se han introducido al laberatorio de
Micabacteriologia Clinica s& encuentra el 3-(4 5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil
fetrazolio. El viraje del color al violeta sucede cuando las micobacterias son
metabolicamente activas y en el caso contrario €l indicador permanece de
color amarillo (Foongladda S y cols., 2002; Morcillo N y cols., 2004; Lemus D
y cals., 2004). Es de nuestro conocimiento que este bioensayo, se utiliza
actualmente para la evaluacion de posibles nuevos agentes antiTB aislados
a partir de productos naturales (Dra. Rosario Rojas 2004, comunicacién

personal).

Se reporta también el uso de 1a sal disédica de tetrazalio: 2,3-bis-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolic-5-carboxanilida para la evaluacion de

actividad del hidrocloruro de cryptolepina, aislado de la plania asiatica
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Cryplofepis sanguinoienta, sobre micobactenas de crecimiento rapido: M.
fortuitum, M. smegmatis, M. phiei, M. abcessus y M. aurum. La determinacion
de la MIC se facilita por la adicion de 20 pl de MTT después de la re-
incubacion por 20 minutos. Se considera que el crecimiento es positivo por e

viraje del indicador del amarillo al azul (Gibbons S y cols , 2003).

1.5 Bioensayos para evaluar la toxicidad de agentes antiTH

1.5.1 Letalidad sobre larvas de Arfemia salina:

Es conocido que los extractas, fracciones o compuestos puros obtenidos de
plantas y con °‘posible actividad farmacolégica" pueden someterse a una
bateria de bigensayos para detectar su toxicidad, gue involucran lineas
celulares animales y humanas especificas o animales de |aboratorio como
ratones, ratas o conejos; estos ensayos son costosos y requieren de
infraestructura sofisticada. Sin embargo existe un btioensayo de [0S
conocidos como de mesa de laboratorio, el cual es simple, econdémico,
rapido, reproducible y no necesita de condiciones extremas de asepsia: el

bioensayc de letaiidad en larvas de A. salina.

A. salina (Artemiidae) larva del camaron, es un invertebrado de la fauna de

ecosistemas acuaticos salinos y marinos. Este crustaceo juega un importante

papel en el flujo de la cadena alimenticia y es un organismo que ha sido
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usado en el labcratorio de bioensayos con el propdsito de determinar
toxicidad por estimacion de la ClLsg (ug/mL) de los compuestos en medio
salino. Existen reportes de la evaluacion de la toxicidad de micotoxinas
(Hlywka JJ y cols., 1997), de nuevos materiales dentales (Pelka M y cols.,
2000), de metales pesados como cadmio (Sarabia R y cols., 2002) y arsénico
(Brix KV y cols., 2003}, de surfactantes cationicos {Nalecz-Jawecki G y ccls.,

2003).

El uso de este bioensayo para evaluar la toxicidad de productos naturales
esta reportada por Logaro-Parra A y cols,, en el 2001. En este estudio
evaluaron la efectividad del bicensayo de A. safina para predecir {a toxicidad
de 20 extractos hidroalccholicos y acuosos de plantas medicinales cubanas,
en comparacion con los resultados de DLsp obtenidas por intoxicacién oral

aguda en ratones albinos Swiss.

1.5.2 Citotoxicidad:

La evaluacién in viiro de la toxicidad de posibles agentes antiTB tanto
obtenidos por sintesis quimica como aislados de fuentes naturales esta
ampliamente reporiada. Para realizar los ensayos de citotoxicidad se utiliza
principalmente una linea celular de mono verde africano conocida como Vero
(Cantrell CL y cols., 1996; Suling WJ y cols., 1888, Mangalindan GC y cols.,

2000; Foroumadi A, y cols., 2001; 2002 a; 2002 b; 2003 a; 2003 b; Wachter
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GA vy cols., 2001; Solaja BA y cols., 2002; Vongvanich N y cols., 2002;
Zarranz B y cols,, 2003; Ningsanont N y cals, 2003; Woldemichael GM y
cols., 2004 Gu JQ y cols., 2004 a). También existen reportes en los cuales
ademas de las células Vero se emplean la lineas celulares KB (carcincma
epidermoide oral humano) y BC-1 (macréfagos derivados de leucemia

linfoblastica humana) (Kittakoap P y cols., 2004, Seephonkai P y cols., 2002).
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Descripcion del Problema

Las micobacterias aisladas de pacientes con TBP en la poblacion del Norte
de la Republica y en el resto del mundo son mas frecuentemente resistentes
a rifampicina e isoniazida (Avila Carmona MR y cals., 2000). La duracién y el
costo del tratamientc de enfermos con TBP infeclados por cepas MDR son
considerablemente maycres que los de los pacientes portadores de cepas
sensibles: hasta 18.5 y 8.5 veces, respectivamente (Avila Carmona MR vy
cols., 2000). En numercsos casos de TBP causada por cepas MDR e
desenlace es mortal (Reechaipichitkul W, 2002; Palmero DJ y cols., 2004). La
Norma Oficial Mexicana NCM-006-SSA2-1893 (Diario Cficial, 2000) para la
prevencion y control de la TB en la atencion primaria a |a salud y la Guia
Técnica Operativa de TBP en Medicina Familiar del IMSS (IMSS, 2001)
disponen gue los pacientes con TBP portadores de cepas sensibles a
medicamentos de primera linea deben seguir el tratamiento acortadc

estrictamente supervisade (TAES), el cual consiste en tomar, por dos meses,
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rifampicina, isoniazida y pirazinamida, y por cuatro meses rifampicina e
iIsoniazida. Idealmente este tratamiento cura, en 6 meses, entre el 95% y
98% de los casos sin tratamiento previo antiTB. Sin embargo, un grupc de 6
directores de UMF del IMSS, Delegacion Nuevo Ledn, realizaron una
investigacion sobre la eficacia del TAES en sus unidades y concluyeron que
el 23% de los pacientes con TBP sin tratamiento previo que se atendian en
sus UMF, no respondieron al TAES. Los mismos autores preveian que el
porcentaje de pacientes sin tratamienio previo que no responden seguira
creciendo en los proximos afos (Avila-Carmona MR y cols, 2000). Lo
anterior es congruente con el estudio realizado per Said-Fernandez y cols.,
en el 2001 y con Becerri-Montes y cols., 2004 (manuscritc en preparacion),
quienes encontraron que en esta misma urbe, el 19.3 % de cepas aisladas
de pacientes con TBP sin tratamiento previo antiTB, eran portadores de
cepas resistentes a cuando menos un medicamentoc de primera linea. El
problema de resistencia primaria (cepas aisladas de pacientes sin tratamiento
previo) y secundaria (cepas aisladas de pacientes multitratadas) es extensivo
a todo el mundge, y scbre todo a los paises en desarrolle (Durmaz R y cols.,
2004, Kordy FN y cols., 2004, Ruiz P y cols., 2004, Ramaswamy SV y cols.,

2004).

Por ellc, es muy recomendable encontrar nuevas alternativas de tratamiento
antiTB. Una fuente con gran potencial scn los productos naturales, en

especial las plantas (Rates S, 2001; Fabricant DS y NR Farnsworth, 2001).
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La cepa H37Rv de M. tuberculosis es el modelc universal para estos
trabajos, la cual es sensible a todos los medicamentos de primera linea:
estreptomicina, iscniazida, rifampicina, etambutol y priazinamida. Existen
solo algunos reportes de evaluacidon antiTB usando cepas de M. tuberculosis
drogorresistentes, los cuales se incluyen en [a Tabla 3.

Tabla 3. Evaluacion antiTB de productos naturales usando cepas de
M. tuberculosis resistentes.

) Fuente del M. tuberculosis
Referencia Producto natural resistente a Cbservaciones
LallN y cols., Plantas R extractos activos=
il 1988 sudafricanas 100 pg/m!
RI, SIE, SIRE N
Lall N y cols. ; ' ' : Diospirina,
2001 Euciea natalensis SIR MIC= 100 pg/mL
Xie JP y cols., ; l, IR, SI, SIR, Peéptido Vgf-1,
2003 Veneno de vibora SIRE MIC= 8.5 pgimL
Jimenez- Fraccion cromatografica
Arellanes A y p'a::fzgeh'd?e.“m Y| SIRE, IRE,IE |de Lantana hispida MICs
cols., 2003 S >25,g/mL

S=Estreptomicina, |=Iscniazida, R—Rifampicina, E=Etambutol y P=Pirazinamida

Considerando que lcs compuestos puros con actividad antimicobacteriana
y/o antiTB aislados de productos naturales poseen estructuras quimicas muy
diferentes a los medicamentos antiTB disponibles hasta ahora, se incluyé
para el desarrollc del presente trabajo una cepa de M. tubercuiosis MOR a la
combinacion de los 5 medicamentos antiTB de primera linea, ya gue esta

cepa MDR podria ser susceptible & los campuestos aislados, purificados y

caracterizados durante este trabajo.
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2.2 Justificacion

El incremente de cepas M. tuberculosis resistentes a los medicamentos
antiTB nos conduce a la necesidad urgente de intensificar la busqueda y/o
sintesis de nuevos compuestos con actividad antiTB. Tanto de extractos
crudos como de compuestos puros aislados de plantas, ha sido reportada
ampliamente actividad antimicobacteriana y antTB, de aqui que los

productos naturales son una excelente alternativa.

A pesar de que el pueblo mexicano tiene una larga y basta experiencia con el
uso de remedios de origen natural para tratar las mas diversas y en no pocas
ocasiones, graves enfermedades, en nuestro pais se tiene relativamente
poca experiencia en el manejo de productos herbolanos en el ambito de la
Medicina Institucional. Sin embargo, si los medicamentos fallan, los remedios

naturales constituyen una alternativa plausible.

De acuerdo con lo anterior, en la naturaleza pueden existir nuevos productos
con actividad bactericida o bacteriostatica contra cepas de micobacterias
sensibles 0 MDR. Nuestro pais tiene una gran biodiversidad. Se han
identificado especies de plantas con actividad antimicobacteriana en el
Sureste y Centro de la Republica Mexicana, pero no existen investigaciones
tendientes a aislar esos principios activos de plantas del Noreste de México

seleccionadas bajo los criterios etnofarmaccelégicos y/o quimiotaxonémicos,
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que utilicen bioensayos bien establecidos para rastrear esa actividad desde
los extractos crudos hasta los compuestos puros; tampoco existen trabajos
de guimica de productos naturales para identificar y caracterizar los

principios activos de estas plantas,

2.3 Hipotesis

Existen plantas en el Noreste de Meéxico que contienen compuestos con
actividad bactericida y/o bacteriostatica contra cepas H37Rv vy

CIBIN/UMF 15:99 de Mycobacterium tuberculosis.

2.4 Objetivos

2.4.1. Objetivo General:

Purificar y caracterizar compuesto(s) de plantas del Noreste de México con
aclividad Dbactericida y/o bacteriostatica contra cepas H37Rv y

CIBIN/UMF 15 99 de Mycobactenum tuberculosis.
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2.4.2. Objetivos Especificos:

1. Busqueda, recoleccion. clasificacién y registro de las especies de plantas
regionales que resultaron seleccionadas por criterios etnofarmacolGgicos
y/o quimiotaxonomicos.

2. Obtencion de los extractos metandlicos y acuosos de cada una de las
partes (raices, tallos, hojas y en su caso flares yic frutes) de cada especie
de plantas recoclectadas.

3. Tamizaje de los exiractos mediante el Método de Alamar Azul en
Microplaca para identificar |08 que posean actividad antituberculosa,

4. Fraccionamiento bicdirigido del o los extractos antituberculosos.

5. Purificacion y determinacién de la estructura guimica del o los
compuesto(s) antituberculosos.

6. Determinacion de la MIC del compuesto(s) puro(s) contra de las cepas
H37Rv y CIBIN/UMF15:99 de Mycohacterium tuberculosis.

7. Determinacion de la actividad bactericida o bacteriostatica del o los
compuestos.

8. Evaluacién de |a toxicidad del o los compuestos mediante el bicensayo de

letalidad en larvas de Arfemia salina en microplaca.
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CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1 Equipo, Material y Reactivos

3.1.1 Equipo;

»  Molino Thomas Wiley, Laboratory Mill. medelo 4, malla 2 mm

» Licuadora CSTERIZER

» Balanza analitica Chaus

 Balanza analitica Chaus-Analytical Plus

» Rotavapor Blichi modelo 461 con bano de agua Biichi RE 121

» Rotavapor- R Biichi con bafio de agua HB4 Basic Kika Labortechnik
« Pistola de desecacion Desaga Hidelberg Trockenpult, Type 134100
= Liofilizadora Labconeo 7522800 Freeze Dry-12; Fr

» Bomba de vacio Gast US Patent Number 3,658,250

¢ Lampara Spectroline Highest Ultraviclet Intensty

* Incubadora VWR

¢ Refrigerador TORREY

» Congelador Reveo a —70°C

» Campana de Bioseguridad NUAIRE

» Campana extractora de humos VECTON
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» Microscopio Invertido Iroscope Modelo SI-PH

e Microscopio Estereoscépico American Optical Co.

s Densitometra Densimat bioMereux

»  Cronémelro Sper Scientific

» Cromatografo Waters con Bomba 600 y Deteclor de Arregle de Dicdos
2996

o Espectrofotémetro UV-Vis Beckman DU 7500

e Cromatografo Walers acoplade a Espectrémetro de Masas
Thermabeam Mass Detectar y Detector de Ameglo de Dicdos

o Espectrofotéemetro de Infrarrojo con Transformada de Fourier Perkin
Elmer, Spectrum One

o Espectrometro RMN Bruker Modelo Avance DPX400, de 9 4 Teslas de
campc magnético, operado a frecuencia para 'H de 400.13 MHZ v
para "*C de 100.61 y temperatura controlada por la unidad Eurotherm
Bruker, equipado con una sonda de deteccion directa de 5 mm

s Polarimetro Perkin Elmer con control de Temperatura Modelo 341, con
[ampara de sodio, filtro de 589 nm y una celda de 1 dm de longitud y 1
mL de capacidad

3.1.2 Material:

» Matraces Erlenmeyer Pyrex de 500 mL

» Pomaderas ambar

s Microtubos eppendorf de 1.5 mL

» Torundas de algodon Curity

e (GasaslLeRoy20cmx 12cm

» Matraces de separacion Pyrex de 250 mL

s Viales de vidrio con tapdn de rosca de teflon de 4 ml Wheaton



Cartuchos para cromatografia a Baja Fresidn LiChroprep RP-18 (40-
63 um) Merck Tamanos de 240 x 10y 310 x 25

Embudo de filiracion Pyrex de 150 mL fondo de vidrio poroso de poro
Fino

Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250 mL

Tapones de hule horadados

Probetas de 100, 250 y 500 mL

Pipetas linealesde 5y 10 mL

Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250 mL

Cajas para tubos eppendorf

Cubas para desarrollar crematografias TLC 121 X 108 X 83 mm

Cuba para desarrollar cromatografia TLC 27.5 X 27.5 X 7.5 cm
Pipetas automaticas Eppendorf de una punta de volumen variable de
1000 a 100, 200-10, 2-20 pL

Pipetas automaticas Eppendorf de 8 canales de volumen variable de
10-100 y 20-300 pL

Tubaos de vidrio de 13 x100 mm de tapan de rosca

Frasco para liofilizar Labconco capacidad de 900 mL

Placas de porcelana

Cromatofolios AL TLC de Silica Gel F254 Merck

Capilaresde 2y 5 uL

Embudaos de filtracién rapida

Cajas de petri de vidrio

Pipetas pasteur

Cajas de petri desechables

Acrodiscos PTFE de 13 mm diametro y tamafic de poro de 0.22 um
Millipore

Acradiscos de Nylon 13 mm diametro y tamano de poro de 0.22 um

Millipore
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Membranas Durapore GVWPO1300 13 mm diametro y tamafo de
poro de 0.22 um Millipore

Membranas Durapore HATF04700 47mm diametro y de tamano de
poro de 0.45.m Millipore

Microplacas de 96 pozos de baja evaporacidn Costar

Jeringas de 1 mL Bectan-Dickinson

Espatulas

Vasos de precipitado

Papel filtro No 40

Papel aluminio

Parafilm

Balas quirtrgica y estériles Barrier

Guantes estérlles

Lentes de Seguridad

Cubiertas para calzado Tyvek

Gorras para cirujano Tyvek

Respirador N 85 3M

Apésitos desechables KENDALL

Puntas desechables para pipeta azules Axygen

Funtas desechables para pipeta amarillas Axygen

Puntas desechables can filtro y estériles de 200 pL Axygen

Puntas desechables con filtro y estériles de 1000 uL Axygen

Puntas desechables con filtro y estériles de 20 ul Axygen

Bolsas Ziplo¢ Johnson& Son Racine, Wisconsin, U.S A

Crioviales de 2 mL estériles Daigger

Tubos conicas de 1E8mL con tapén de rosca y estériles Daigger
Columna Cromolith Perffomance Merck RP 5 pm, 18E 100-4.6 mm
Columna Symmetry C18 & um, 3.9 X 150 mm No. Serie WAT 046980
Ceolumna Polarity dC18 3 um 2.1 X 50 cm
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3.1.3 Reactivos y Solventes:

s« Bromo Sigma

» Tetracloruro de Carbonc ACS Fermont
e Pemanganato de Potasia Sigma

o 24 dinitrofenilhidrazina Sigma

» Acido Sulfurico ACS Fermont

e Cloruro Férrico Sigma

= Anhidrido acetico Baker

s q-naftol Sigma

» p-dimetilaminobenzaldehido Sigma

o Acido clarhidrico Baker

e Hidréxida de Sodio Sigma

» Acido picrico Sigma

» Hidréxido de Potasic Sigma

* Limadura de Mg Productos Quimicos Monterrey
o Nitrato de Bismuto Productos Quimicos Monterrey
« Acido aceético glacial Baker

e Yaoduro de Potasio Sigma

o Agua MiliQ

s Agua desicnizada

e Agua Bidestilada

* MeOH ACS Fermont

« Hexano ACS Fermont

« ButOH ACS Fermont

« AcOEt ACS Fermoni

» Cloreformo ACS Fermont

» Acetona ACS Ferment

¢ Diclorometano ACS Femmont
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Acetonitrilo ACS Fermont
Clorformo-d, Sigma100% D
D0 Aldrich 98.9% D
DMSO ACS Sigma

Nitrégeno gas de alta pureza, AGA

Argon de alta pureza, AGA
Helio, AGA

Yodo en cristales

Fenol

EtOH al 70%

Acido férmico

Agua bidestilada ésteril

Indicadar de viabilidad celular Blue Alamar Trek Diagnostic
Medio de cultivo liquido Middiebrook 7H8 broth Difco
Medio de cultivo sélido Lowenstein-Jensen Merck

Glicerol Sigma Aldrich

Enriquecimiento para medio de cultivo OADC (oleic acid, albumin,
dextrose, catalase) Becton Dickinsen

Tween-B0 Sigma Aldrich

Ofloxacina Sigma

Rifampicina Sigma

Sal para preparar agua de mar Ccean Pacific

Exiracto de levadura Bioxon

Dicromate de potasio Sigma

EtOH abscluto Sigma

Sihca Cel 60 Merck para placas de Cromatografia en Capa Fina
Preparativa



3.1.4 Material Biologico:

Cepa de M tuberculosis H37Rv ATCC 27294 sensible a los
medicamentos antiTB de primera linea (estreptomicina, isoniazida,

nfampicina, etambutol y pirazinamida)

Cepa de M. tuberculosis CIBIN/UMF 15:99 resistente a estreptomicina,
isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida de un paciente con
TPB avanzada la cual fue aislada, identificada y caracterizada en el

laboratorio de Micobactericlogia del CIBIN-IMSS

Huevecillos de Artemia salina Great Lake
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3.2 Métodos

3.2.1 Busqueda, recoleccion, clasificacion y registro de las especies de
plantas regionales que resultaron seleccionadas por criterios
etnofarmacoldgicos y/o quimiotaxonomicos:

Para la blUsqueda de las plantas, se utlizaron tanto criterios
etnofarmacologicos como quimiotaxontmicos. Se investigé en |ibros, tesis,
revistas cientificas, bases de datos etnobotanicas y etnofarmacologicas:
infotrieve, Medline, Chemical Abstract, NAPRALERT, Rain-tree. Ademds se
hizc investigacién de campo en mercados y hierbetfas de la ciudad de
Monterrey y entrevistas con personas que viven en la zona rural en Linares,
Cerralvo y Agualeguas N.L., asi como en Parras Coah. de las plantas
medicinales lccalizadas en la regién Noreste de México y que la Medicina
Herbolaria refiera con actividad antTB, antimicatica y/o antilepra, asi como

para tratar enfermedades pulmonares.

De todas las especies seleccionadas se recclectd parte aérea y raiz y en los
casos de que las hubiera también flor y frutos. Las fechas de colecta fueron
entre octubre del 2000 y octubre del 2002. Los lugares de colecta estan
dentro de los estados de Nuevo Ledn y Coahuila. Estas actividades fueron

asesoradas por el M.C. Humberto Sanchez Vega, especialista en Botanica.



La clasificacion y registro en el herbario de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de los especimenes de las plantas regionales se realizd par el
Bi6l. Marco Antonio Guzman Lucio y M.C. Maria del Consuelo Gonzalez de la
Rosa del Deptc. de Botanica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

UANL.

3.2.2 Obtencidn de los extractos metandlices y acuosos de cada una de
las partes (raices, tallos, hojas y en su caso flores y/o frutos) de cada
especie de plantas recolectadas:

Las plantas completas se secaron a temperatura ambiente por dos semanas;
postericrmente se separaron las hojas, corteza, fruto, raiz o flores, las cuales
se molieron en molino o licuadora. Se realizaron 3 extracciones de 100 g del
molido obtenido via maceracién a femperatura ambiente con 300 mL de
MeOH. El residuo originado se extrajo 3 veces con 200 mL de agua
bidestilada, también por maceracion; esto sdlo se realizd con la parte de la

planta que la etnofamacologia informaba de su use.

Los exitractos metandlicos se evaporaron por destilacién a temperatura
controlada de 37°C con rotavapor y los acuosos mediante liofilizacién; ambos
extractos se secarcn totalmente bajo atmosfera de N, se guardaron en
refrigeracion a 4°C y protegidos de la luz para la evaluacidén posterior de su

actividad antiTB. Todos los extractos fueron secados durante 24 h a 37°C en
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pistola de desecacion bajo atmosfera de N, antes de evaluar su actividad

antiTB.

3.2.3 Tamizaje de los extractos mediants Métcdo de Alamar Azul en
Microplaca para identificar los que poseen actividad antiTB in vitro:

Para la evaluacidn de Ja actividad antiTB se siguio el Bioensayo MABA
establecido por Franzblau SG y cals., 1898 y modificado por Jimenez-

Arellanes A y cols , 2003.

3.2.3.1 Evaluacion de la interferencia del color propio del extracto sobre
la apreciacion del viraje de! indicador redox Alamar Azul:

Se prepararon soluciones en medio Middlebrock suplementado con OADC
de Alamar Azul + Tween 80 al 20 % (v/v) en estado oxidado {color azul) y
estado reducido (rosa) y del extracto mas oscuro obtenido y a la mayor
concentracion a evaluar (Schinus moile, 500 ug/mL) y se realizaron los
espectros UV-Vis (200-8B00 nm). Posteriormente se hicieron mez¢las del
extracto tanto con el indicador en estado oxidado come reducido y se

tomaron los espectros UV-Vis de ambas mezclas.
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3.2.3.2 Determinacion del efecto inhibitorioc del DMSO sobre las
micobacterias:

En una microplaca se incluyeron una serie de diluciones seriadas de DMSO
que abarcaba el rango de concentracién del 25.00 al 0.78 % v/v cel
disolvente en medio Middlebrook 7H9 enriquecido (por duplicado); el
bicensayo que se reafizo fue MABA descrito a detalle en 3.2.3.5. Se
considerd como un efecto 1dxico del DMSQO hasta el micropozo que se
correspondié con |2 minima concentracion que inhibe el crecimiento de la
micobacteria, en términos de |a que previene ¢ evita el viraje del color del
Alamar Azul del azul a cualquier tcnalidad de violeta o rosa. En todos los
casos la minima concentracion inhibitoria fue confimmada por revisidon al
Microscopio Invertido. El efecto inhibitoric del DMSQO se evalué para ambas

cepas micobacterianas.

3.2.3.3 Preparacicn de los extractos:

En el caso de los extractos organicos crudos obtenidos, éstos se disolvieran
en DMSO a una concentracion de 2 mg/mL y fueron esterilizadas por pasc a
través de un acrodisco de PFTE 0.22 um de tamaiio de poro. Los extractos
acuosos fueron disueltos directamente en medio Middlebrook 7H9
enriguecido con 10% de OADC también a una concentracion de 2 mg/mL y
esterilizados por filtracion a fravés de acrodiscos de Nylon de tamafio de

poro de 0.22 pm.
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3.2.3.4 Preparacion de los inéculos micobacterianos:

Se realizaron cultivos primarios de ambas cepas micobacterianas en medio
sdlido Lowenstein-Jensen, a partir de los cuales se tomé una asada de
colonias para realizar una suspensidn micobacteriana en 1 mL de agua
bidestiiada con ayuda de peras de vidrioc de 3 mm estériles. Los cultivos
secundarios se realizarcn inoculando 0.1 mbL de esta suspension en 2.5 mL
de medio Middlebrook 7H9 enriquecidc y se dejaron crecer hasta que la
bacteria alcanzaba su fase logaritmica comparable al estandar No. 1 de Mc
Farland para lo cual se emple6 un densitdmetro. Posteriormente se prepard
una dilucion 1:50 que contenfa 6 x10° UFC/mL, que se correspondia con el

inéculo de trabajo.

3.2.3.5 Evaluacion de la actividad antiTB de extractos crudos:

MABA fue realizado en microplacas de poliestireno de 96 pozos con tapa de
baja evaporacion y estériles. Doscientes microlitres de agua desionizacda
estéril fueron afadidos en los pozos de la perferia para minimizar la
evaporacian. Las placas se manejaron entonces con 10 hileras con 6 filas
cada una. Se agregaron 100 puL de medio Middlebrook enriquecido al resto
de los micropozos. Cien ulL de los extractos estériles a evaluar fueron
anadidos al primer micropozo de cada fila y se realizaron diluciones a través
de las 6 hileras disponibles. Se incluyeron 2 hileras con diluciones seriadas

de los controles positivos: rifampicina y ofloxacina; en otra hilera se
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destinaron un micropozo como control de esterilidad del medio de cultivo (sin
indculo), 4 micropozos para controles de crecimiento de las micobacterias
(inéeulo libre de antiTB o extracto) y un micropozo adicional con el control de
crecimiento en dilucidn 1:100 del inéculo de trabajo (método de las
proporciones, recomendado para Micobacteriolcgia). Cien pl del inoculo
bacteriano fueron afadidos a cada micropozo con los extractos prueba. los
medicamentos antiTB y los controles de crecimento. E! rango de

concentracion final fue para los extractos de 500.00 a 15.63 pg/ml; para

rifampicina de 0.06-2.00 ug/mL y para ofloxacina 0.50-16.00 ug/mL. Las
microplacas fueron introducidas en bolsas de plastico e incubadas a 37°C por
5 dias en atmédsfera con 5% de CO;. Al guinto dia, 32 ulL de una mezcla
recientemente preparada de Alamar Azul y Tween 80 estéril al 20% viv 1.6:1
(v/v) fueron afnadides a uno de los micropozos del contrel de ¢recimiento y
las placas se re-incubaron por 24 h bajo las mismas condiciones. Si el color
azul del indicador redox viraba al rosa (lo que indicaba que las micobacterias
eran metabdlicamente activas), 32 uL de la mezcla se afadian al resto de los
micropozos. Las microptacas se re-incubaron por 24 h adicionales bajo las
mismas condiciones. El viraje del color azul al rosa fue considerado como
indicativo de crecimiento bacteriano. La actividad antiTB de los extractos fue
considerada en témminos de MIC. La MIC fue definida como la menar
concentracion del extracto gue inhibié el crecimiento bacteriano, medide

como aquel que previene o evita el cambio de color de| Alamar Azul del azul
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a cualquier tonalidad de violeta o rosa; en todos los casos fue confirnada por
revision del crecimiento en cada uno de los micropozos al Microscopio

Invertido en campo clarc y con aumento de 100X,

3.2.4 Fraccionamiento biodirigido de! extractc metandlico de corteza de
raiz de Levcophylium frutescens:

A partir de 6 especimenes de aproximadamente 1.5 m de altura se
obtuvieran 200 g de corteza de rafz y 200 g de hojas molidas; cada una de
ellas fueron extraidas con MeOH via maceracién como se describid en 3.2.2.
De manera general se utilizaron técnicas analificas de separacion seguidas
por la evaluacién biclogica para identificar en que fraccidn se concentraba ¢

mantenia la actividad antiTB.

3.2.4.1 ELL con polaridad diferencial de los extractos metandlicos de
hojas y raiz de L. frutescens:

Quince gramas de los extractos metandlicos crudos de corteza de hojas y
raiz fueron re-disueltos en 50 mL de MeOH. A partir de estas soluciones
metandlicas se realizaron ELL con 150 mL de hexanc por triplicado. El
residuo metandlico se diluyd 1.2 con agua bidestiada; el extracto
hidroalcohdlico (150 mL), fue extraido con 450 mL de AcOEt El mismo

procedimiento se repiti¢ con 300 mL de ButOH.
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Las fracciones obtenidas después de la ELL con polaridad diferencial, fueron
evaporadas en rotavaper, llevadas a sequedad total y almacenadas bajo las

condiciones antes mencionadas.

3.2.4.2 Evaluacion de |a actividad antiTB de las fracciones obtenidas por
ELL:
Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explicd en

3.2.3.3,3234y3.235.

3.24.3 Identificacion de los grupos fitoquimicos de los fracciones
antiTB obtenidas de |los extractos metandlicos de raiz y hoja de L.
frutescens:

Por medio de pruebas colorimétricas se identificaron los grupos fitogquimicos
presente en las fracciones activas obtenidas de corteza de ralz y de hojas de

L. frutescens (Dominguez XA, 1979).

3.2.4.3.1 Instauraciones

Prueba del Br;/CCly: Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de CClg y
se agregd gota a gota una solucién de Bromo al 2% en CCly. La deccloracion
de la solucion se considerd como prueba positiva.

Prueba del KMnQ,: Se disclvieron 1-2 mg de la muestra en MeOH vy se
anadié gota a gota una solucidn acucsa de KMnO4 al 2%; la prueba se

considerd positiva si hubo decoloracién o formacion de un precipitado café.
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3.2.4.3.2 Grupo Carbonilo

Prueba de la 24 dinitrofenilhidrazina: 1-2 mg de |la muestra se disolvieron
en EtCH y se anadi® gota a gota solucion saturada de 2,4
dinitrofenilhidrazina en HzS04 6N La formacién de un precipitado amarillo a

naranja indicé la presencia del grupo carbonilo.

3.2.4.3.3 Oxhidrilos fendlicos

Prueba del FeCl;: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en MeOH y
posteriormente se le anadid una gota de clorurg férrico al 12.5% en agua. La
aparicion de un precipitado rojo, azul violeta o verde se consideré como

prueba positiva.

3.2.4.3.4 Esteroides y Triterpenos

Prueba de Liebermann-Burchard: Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en
cloroformo y se agregd gota a gota una mezcla 1:1 de anhidrido
acetico:cloroformo recién preparada. La aparicion de cuzlquier color en el
lapso de 1h fue considerado como prueba positiva.

Prueba de Salkowski: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en cloroformo y
se agrega 1mL de H;SC.; el desarrollo de un color amarillo o rojo se

considero prueba positiva para esteroles y metil-esteroles.



3.2.4.3.5 Carbohidratos

Prueba de Molish: A 1-2 mg de la muestra se le agregd el reactivo de Molish
gue consiste en: 1) a-naftol (1% en EtOH) y 2) H;SO, concentrado. La
prueba se consider¢ posiliva por la formacion de un anillo coloreado en la

interfase.

3.2.4.3.6 Grupo Furanc

Prueba de Erlich: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en EtOH y se le
agregaron 5 gotas de p-dimetilamincbenzaldehido al 5% en EtOH. La
muestra se colocd en una cuba con vapores de HGI: |a aparicién de un color

naranja se consider6é como prueba positiva.

3.2.4.3.7 Coumarinas
Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en solucion de NaOH al 10% y Iz
apariciobn de una coloracion amarilla la cual desaparece al acidular fue

considerada cemo prueba positiva.

3.2.4.3.8 Sesquiterpenlactonas
Prueba de Baljet: Se mezclaron 2-3 mg de la muestra con 4 gotas de la
mezcla 1:1 de la solucién A: solucién B (solucidn A: acido picrico 1% en

EtOH y solucion B: NaOH al 10% acuosa) la cual fue preparada
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inmediatamente antes de usarse. La prueba se consideré come positiva si se

formé una coloracién anaranjada o roja obscura.

3.2.4.3.9 Quinonas

Prueba de Borntrdger: 2 mg en una solucion de NaCH al 5% se pusiercn a
hervir por 10 min; se dejo enfriar y se acidulé con HCl| 2%. Se realizd
extraccién con Benceno al cual se le agregé KOH. La decoloracion de |a fase
bencénica y un color rojo en la fase alcalina, se consideré comc prueba

positiva.

3.2.4.3.10 Flavonoides

Prueba del H.SO4: Se disclvid una pequefia cantdad de la muestra en
H2SC. concentrado. La aparicion de un color amarillo se considerd positivo
para flavonas y flavonoles; naranja-rojo oscurc para flavonas y rojo-azuloso
para chalconas.

Prueba de Shinoda: A una sclucién de la muestra en EtOH se le agregé
limadura de Mg y se calenté a 60 °C a Bafio Maria; posteriormente se le
agregaron unas gotas de HCI concentrado, Se consider¢ positiva la prueba

por la presencia de colores naranja, rojo, rosa-azuloso y violeta.



3.2.4.3.11 Alcaloides

Prueba de Dragendorff, con modificaciones de Munier y Machaelobuf:

El reactivo utilizado consiste de dos soluciones:

Solucion A. 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mL de acido
acetico glacial y 40 mL de agua

Solucion B: solucién acuosa de Ki al 40%

El reactivo consiste de 5 mL de la solucién A, 4 de la solucion B y 100 mL de
agua. Para esta prueba se corrieron CCF de |la muestra y se revelo |a placa
con este reactivo; la persistencia por 24 h de un color rojp o naranja fue

considerada como prueba positiva.

3.2.4.4 Fraccionamiento mediante Cromatografia de Liquidos al Vacio
de la fraccion hexanica:

Para realizar la Cromatografia de Liquides al Vacio (VLC, por sus siglas en
inglés Vacuum Liquid Chromatography) se siguid el procedimiento descrito
por Coll JC y BF Bowden, 1986. Se realizaron 2 cromatografias de la fraccién
hexanica de corteza de raiz, una con 3 g y la segunda con 2 g. En embudos
de filtracién con fondo de vidrio porosc de 150 mL se colocaron 60 g de
Silica Gel 60 G. Se disolvieron por separado los 3 y 2 g de la fraccién en el
minimo volumen de hexano y posteriormente se mezclaron con 8 y 6 g de
Silica respectivamente hasta sequedad. Las muestras se sembraran

aplicando vacio para lograr su perfecto empaquetamiento.
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La elucion se realiz6 usando como fase mévil mezclas de distinta palaridad
de hexano y AcOEt (20:1, 15:1, 10:1, &1, 3.1, 2;1 ,1.1), continuando con

AcOEt y MeOH. El volumen de elucion en cada caso fue de 300 mL.

Las fracciones obtcnidas mediante VLC fueron evaporadas en rotavapor,
levadas a sequedad total y guardadas bajo las condiciones antes

mencionadas.

El monitorec de la separacién quimica se realizd mediante las técnicas
cromatograficas CCF-FN y HPLC-FR-DAD. También fue realizado el rastreo

de metabolitos por HPLC-EM.

Las CCFs se realizaron en cromatofolios de silica Gel 60 con indicador de
fluorescencia con distintos  sistemas de elucion con mezclas de
hexano:AcOEt (3:1, 2:1, 1:1), hexano:DCM, (3:1, 2:1, 1:1) benceno:acetona
(31,211, 1:1), CCMcon 1, 3, 4,y 7% de MeOH y DCM con 1, 3. 4, ¥y 7% de
acetona. La deteccién se realizd mediante exposicién a luz UV de 254 y 365

nm, asi como a vapores de yodo.

Para las HPLC-DAD se pesaron 2 mg de la fraccion activa, los cuales se
disolvieron en MeOH grado HPLC y se filtraron a través de una membrana
Durapore. El analisis cromatogréfico se realizé en un cromatografo Waters

can bomba 600 y DAD 2956, bajo las siguientes condiciones: Columna
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Cromolith Perfomance Merck RP & um, 18E 1004.6 mm y Fase Movil:

MeOH:agua 70:30, con el siguiente gradiente:

Tiempo Flujo
Jmin‘; -y r‘n n) | %MeOH | %Agua | Curva
o 4 v 7 ] 30 | 6 ]
B 1 100 g 6
23 1 100 0 6
25 1 70 30 6
30 1 70 30 6

La longitud de onda de monitoreo fue de 254 nm.

Para realizar los cromatogramas en el HPLC-EM se utilizé un Cromatégrafo
Waters acoplado al Espectrometro de Masas Integrity. Las condicicnes de

trabajo fueron;

Fase Estacionana Columna Polarity dC18 3um 2.1 X 50 cm
Fase Movi A) éc{do férm!cc 0.1% en agua
B) &cido férmico 0.1% en ACN
Gradiente 5% al 95% de B en 12.5 min
Flujo 0.3 mL/min
% de barrido 210 a 450 nm ]
Intervalo de Masa 60-650 uma
Filamento 70 eV
Adquisicion de datos | Barndo completo a velocidad de 1 espectro/ seg
Flujo He 20 mm
iy, 75°C
Temperatura de la 75°C

regién de expansién
Temperatura de la
camara de ionizacién

200°C
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Cinco mg de cada compuesto se prepararon como se describe para HPLC-
DAD y se realizé la cromatografia a 10 ul de esta solucion. Del
cromatograma obtenido del Barrido de Masas, se exirajo el cromatograma a
la m/z del picc base, se hizo una combinacion de espectrcs de la parte

central del pico y se resto el ruido de fondo.

Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explico en

3.233,3234y3235.

3.2.4.5 Fraccionamiento mediante Cromatografia a Baja Presion-FR de
la fraccion VLC 20:1:

La fraccion obtenida de la VLC con el sistema hexano AcOEt 20;1 (VLC 20:1)
se purifico por Cromatografia a Baja Presion en una calumna RP-18, tamario
310 x 25. La columna se acondicicnd primeramente con una mezcla 50:50 y
posteriormente con 70:30 de MeOH agua:; 812 mg de la fraccion activa se
disolviercn en MeOH y unas gotas dc cloroformo y se sembrd
inmediatamente en la columna. La elucion se realizé can 300 mL de los
siguientes disolventes: mezclas de MeOH:agua 70,30, 80:20, 8C:10; MeCH,

50:50 MeQOH:acetona y acetona. La velocidad de elucion fue de 2 mU/min.
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Las fracciones obtenidas mediante la Cromatcgrafia en Columna a Baja
Presion-FR fueron evaporadas en rotavapor, llevadas a sequedad total y

guardadas bajo las condiciones antes mencionadas.

El moniterec de la separacidn quimica se realizé mediante las técnicas

cromatograficas CCF y HPLC-DAD, como se describe en 3.2.4 4,

Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explicé en

3.2.3.3,32.3.4y323.5; el rango de concentracién usado fue entre 100.00 y

3.13 ug/mL.

3.25 Purificacion y determinacion de la estructura del o los
compuesto(s) antiTB:

3.2.5.1 Purificacion de la fraccion cromatografica antiTB F3, 90:10:
Sesenta y cinco mg de la fraccidn obtenida de la Cromatografia a Baja
Presion-FR can el sistema MeQH:agua 90:1 (F3 90:10), se disolvieron en
MeCH vy fueron sembrados en una columna RP-18, tamafio 240 X10. La
elucién se realizé usando 60 mL de las mezclas MeOH:agua (80:20),

MeOH:agua (80:10) y MeOH, se recegieron alicuctas en volumenes de 2 mL.

El monitoreo de las fracciones obtenidas se realizé mediante HPLC; se

tomaron alicuotas de las mismas (cada 5 tubos) y se prepararon como se
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describe en 3.2.4 4, se usé una columna Symmetry G18 5um, 3.9 X 150 mm

No. Serie WAT 046980 y como Fase Mdvil MeOH:agua 70:30, con el

siguiente gradiente:

T(l:anr?n;;o [ (mFLljurJ:i n) % MeOH | % Agua | Curva
0 1 70 30 4
23 1 100 0 4
28 1 70 30 6
33 1 70 30 6

Las longitudes de onda de monitoreo fueron 235, 254 y 275 nm.

3.2.5.2 Purificacion de la fraccion cromatografica antiTB F4, 100 MeOH:

Doscientos cincuenta myg de Ia fraccién obtenida de la Cromatografia a Baja
Presion-FR con MeOH (F4, 100 MeQOH), se disclvieron en MeCH y fueron
sembrados en un columna RP-18, tamafio 240 X10. La elucion se realizd can
60 mL de las mezclas MeOH:agua (80'20), MeOH:agua 80:10 y MeOH. La
purificacion fue monitoreada par HPLC bajo las condicicnes mencionadas en

32.5.1.

3.2.5.3 Evaluacion de la Pureza Cromatografica:
La evaluacién de la pureza cromatografica se realizd mediante las técnicas
CCF y HPLC, como se describe en 3.2.4.4, Paralelamente se realizaron las

co-cromatografias en ambas tecnicas.
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3.2.5.4 Determinacion de la estructura de los compuestos 3 y 4
purificados a partir de la fracciones antiTB F3 90:10 y 74 MeOH:
Se hizo uso de los distintos tipes de espectros obtenides como se explica a

continuacion:

3.2,5.4.1 Espectros UV-Vis:

Se realizaron en el Espectrofotémetro Beckman DU 7500 con arreglo de
Diodas. A partir de 2 mg de cada compuesto que se disolvieron en MeOH se
realizaron los barridos espectrales de 200 a 800 nm previa sustraccion del

blanca (MeOH).

3.2,5.3.2 Espectro IR:

Se tomaron los espectros de fondo de 4000 y 650 ¢cm™ con nimero de
barridos de 8. Posteriormente se hizo la pelicula con 2 mg del compuesto 4
sobre el cristal del ATR y se obtuvo su espectro con el mismo nimero de

barridos.

3.2.5.3.3 Espectros de Masas:
Los espectros de Masas fueron obtenides en el Espectrdmetro de Masas
Integrity acoplade al Cromatbgrafo Waters utilizando las condiciones

descritas en 3.2.4 4.
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3.2.5.3.4 Espectros de RMN:

Cinca mg de los compuestos previamente |levados a sequedad total en la
pistola de desecacién se disolvieron en cloroformo-d (100% D), se filtraran y
desgasificaron per burbujeo con Argdn y ultrasonicacion. Estas soluciones se
colocaron en una sonda de deteccidn directa para RMN de 5 mm de
diametro y se lievaron a cabo los siguientes espectros: 'H RMN, *C RMN,

DEPT-135, HMBC, HMQC y COSY.

Para los experimentos de 'H RMN de intercambio con deuterio se afiadieron

como maximo 50 uL de D,0.

3.2.5.1.5 Poder Rotatorio:
Se prepararon soluciones en cloroformo de los compuesios 3 y 4 a

concentraciones de 0.225 g/100 mL y 0.147 g/100 mL, respectivamente.

El blanco y las soluciones de los compuestos se colacaron en una celda y se
observé que el camino estuviera libre de burbujas, para inmediatamente

después registrar |a rotacidn optica a 589 nm (linea del sodic).



3.2.6 Determinacion de las MICs del compuesto(s) puro(s) para las
cepas H37Rv y CIBIN/UMF15:39 de M. tuberculasis:

Se siguid el procedimiento descrito en 3.2.4.5. Los dos compuestos fueron
evaluados por duplicadc; se reveld con la mezcla Alamar Azul+Tween 80

solamente una de las hileras.

3.2.7 Determinacion de la actividad bactericida o bacteriostatica de los
compuestos 3 y 4 aislados de L. frutescens:

Se tomaron 5 pl de los micropozos que correspcondian a la MIC, 2X y 4X |a
MIC del compuesto 3 y 4 incluidos en la hilera que no fue revelada con el
indicadar redox, los cuales fueron dispensados en micropozos gue ceontenian
195 uL de medio de cultivo enriquecido. Las resiembras se realizaron por
triplicado. El mismo procedimienio se siguié con los micropozos que
contenian rifampicina y ofloxacina, as! como centroles de crecimiento. De
igual manera se incluyd el control de esterilidad del medio de cultivo. Las
microplacas fueron introducidas en balsas de plastico e incubadas a 37°C en
atmasfera con 5% de CO;. Se realizd la revision al micrascopic diariamente
de los micropozos del control de crecimiento y los medicamentos antiTB, asi
como de los compuestos 3 y 4, hasta el dia en que el crecimiento fue
evidente en los controles y entonces unc de los micropozos control de
crecimiento fue revelado con el indicador redox, siguiendo el procedimiento

descrito en 3.2.3.5.
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3.2.8 Evaluacion de la toxicidad de los compuestos 3 y 4 mediante el
bioensayo de letalidad en larvas de A. salina en microplaca:

Para realizar esta evaluacion se siguieron los procedimientos descrites por
Sulis PN y cois.,, 1993 y Logarto-Parra A y cols,, 2001 con algunas

modificaciones.

En una cuba para CCF se agregaron 100 mg de huevecillos de A. salina por
cada 100 mL de agua de mar preparada con 40 g de sales para agua de mar
Instant Ocean y 6 mg/L de levadura seca. Los huevecillos fuercn incubados a
25°C por 36 horas. Posteriormente a esta incubacion las larvas fueron
colectadas con una pipeta Pasteur con ayuda de una |ldmpara de luz blanca
que sirvid para guiar las larvas viables, separandolas de los restos de
huevecillos y huevecillos sin eclosionar. Estas larvas se colocaron en placas

de Petri que contenfa agua de mar suplementada

Se pesaron 1.70 mg del compuesto 3 y 2.10 mg del compuesto 4 108 cuales
fueron disueltos en DMSQO para obtener una toncentracion de 8 mg/mL.
Como control positivo s€ usé dicromate de potasic el cual se prepar¢ a la
misma concentracion. Se trabajé en 2 micropiacas de poliestireno de 96
pczos con tapa de baja evaporacion y estériles, en las cuales fueron
dispensados 200 ulL de agua ¢e mar suplementada en los pozos de la

periferia para minimizar la evaporacién. Las microplacas se manejarcn



entonces con 10 hileras y 6 filas cada una. Cienpl de agua de mar
suplementada fueron agregados al resto de los micropozos. En la primera fila
de todas las columnas de la microplaca No. 1 se afiadieron 85 1L mas de
agua de mar suplementada. En esta misma fila se anadiercn 5 ulL de los dos
compuestos a evaluar por triplicado asi como del control positivo; la fila 10
sirvio como contrel del disclvente (5 uL DMSQ). Se realizaron diluciones a
través de las 6 hileras disponitles de la microplaca No. 1 y se continud
diluyendo en la segunda microplaca. El rango de concentracion final para los
compuestos y el control positivo fue de 100.00 a 0.78 pg/mL y para el DMSO
de 2.50 a 002 % v/v. En los micropozos disponibles de la segunda
microplaca se incluyeron controles negativos por triplicado (solo agua de
mar). En cada unc de los micropozos se agregan 10 |arvas en 100 L de
agua de mar suplementada. Las microplacas tapadas se incubaron 24 horas
a 25°C. Posteriocrmente las microplacas fueron revisadas bajo &l
Estereoscopio (X12 5) y fue contado el numero de larvas muertas en cada
uno de los micropozos. Para confirmar el numero de larvas expuestas a cada
concentracidon del toxico se agregaron 100 ulL de MeOH los cuales se
dejaron actuar por 15 min, para posteriormente realizar el conteo del numero
de larvas totales por micropozo. El andlisis estadistico para determinar |a
CLsc fue realizade usandc el PRCBIT incluido en el programa SPSS 10.0 (Al
rights reserved. SPSS Inc. Headquarters, 233 S. Wacker Drive, 11th floor

Chicago, lllinocis 60608).
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4.1 Plantas regionales saleccionadas para su evaluacién antiTB

CAPITULO 4

RESULTADOS

Las plantas seleccionadas, colectadas, clasificadas y registradas en el

herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas estan incluidas en la Tabla 4.

Tabla 4. Las especies de plantas del Noreste seleccionadas y colectadas.

Numero de
i Uso Popular/ Lugar de
Planta (Familia) Nombre vulgar Rofarencia éolects V(Lu::er
Ceanothus coeruleus d
Lag. Conchinchilla Fiebre, dolor de ACh 024039

{Rhamnaceac) garganta
Clematis drummondii T Barbas de
& G. (Ranunculaceas) Chivo Congest.on Nasal = .
Colubnna greggii Wats. EISohly HN

 (Rhamanceae) Guajolote y cols , 1899 SNL vakiEy
Cordia boissien A. DC,
(Borraginaceae) Anacahuita TBy Tos MNL 024167
Chrysactinia mexicana —— Irfecciones
Gray le:\licolas = respiraterias y Cantrell ACh 024102

(Compositae) CL y cols., 1988
Cyperus alternifalius L. :

(Cyperaceae) Papiro Inespecifica SNL 024101

Eupatonum
cardiophyium Rab. | Noencontrade | C@ntrell CL ycdls, SNL 024094
: 1998
(Compasitae)
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Eupatorium odoratum L.

Congestién de pecho,

i i f 41
(Compositae) Crucita e;j;noiiarz:s SNL 024100
Heliotropium
Cola de Enfermedades
BRgIOSpanTHIT Murr escorpién pulmonares, faringtis G Sl
(Borraginaceae)
Leucophyilum
frutescens (Berl.) . .
LM Johnst, Ceniza TB, bronquitis MNL 024165
{Escrophulariaceae)
Portiena angustifolia .
(Zigophylaceae) __Guayacan_ ._TB' Tos, Calorios ANL 024173
Phyla nodiflora (L) . .
Greene (Verbenaceae) Cola de Caballo F ebre, Calorfrios SNL 024168
Rivinia hurmilis L. Coralilla
(Phytolacaceae) Inespecifica SNL 024170
Salvia chia Fernalc Ulubelen Ay
{Labiatze) No enconirado cols. 1897 SNL 024103
Salvia coccinea Murr . Ulubelen Ay cols.,
(Labiatae) Mirto 1997 SNL 024096
Salvia reficxa Hornem Hierba del Ulubelen A y cols,,
(Labiatae) pajarito 1997 AL 024095
Sambucus mexicana Cengestion de Pecho,
Presl. Sauco Tos, Frio, Fiebre, Dolof SNL 024171
(Capripholiaceae) - de garganta
: TB, bronquitis,
(S:r’l’:l’:‘;fd’l"‘;’g:) Pirul calorlos, fiebre, ach | codt1es
8 espectorante asma
; I Tos, expectarante,
S"“'e”f'&abzﬁt‘;a MUl 1 No encontrado | fiebrey calarfriosy SG | ACh | 024104
Franzblau 1986
; Tos. fiebre, lepra,
Srnifax booa nox L :
Zarzanamlla calorfrios SNL 024098
i expectoranst‘e

ACh: Arteaga, Coahuila, MNL: Monterrey Nuevo Ledn, SNL: Santiago Nuevo Ledn,
GNL. Garc'a Nuevo Ledn, ANL: Agualeguas, Nueve Ledn
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4.2 Obtencion de los extractos de las plantas seleccionadas

4.2.1 Extractos organicos:
Los porcentajes de recuperacion de los extractos organicas abtenidos de las

plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 5.

Tabla 5. Extractos organicos y porcentajes de recuperacion obtenidos de |as
distintas partes de |as plantas del Noreste de México.

Planta Parte de la | Solvente de % de
planta Extraccién | recuperacion
H M 14.4
Ceanothus coereleus Fl/Fr M 292
R M 13.8
Clematis drumondii HT M 98
H M 12.7
Colubrina greggi Fi M 12.0
R M 5.6
H M 10.0
A o Fl M 17 8
Cordia boissieri Fr M 50
R M 2.8
EtE 6.5
H M 7.7
— . EtE 2.3
Chrysactinia mexicana Fl M 65
EtE 1.7
L R M 2.3
. H M 10.4
Cyperus aiternifolius R v 5.0
Eup_a!on’um :‘I m ; 3
cardiophylum R M 53
H M 85
Eupatorium odaratum Fi M 16 4
R M 3.6
Heliotropium H M 8.0
angiospenmiun F M 7.5 B
. _H M 22 8
Leucophylium frutescens Fl M 382
R M 7.3




14.4

Poriens angustifolia 12

3.5
198

Phyla nodiflors

T DT/ T

B2
10.2
18.4

Rivinia humifis

il

I35
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6.5
T.T
2.3

Saivia chia

n
—
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321
8.0

Salvia coccinea

8.8
13.4
3.8

Salvia reflexa

TN oT(A

11.1
24.5

Sambucus mexicana

R
=
mn
el

15.5
18.1
4.3
6.7
13.2

Schinus molie

1.9
11.0
2.4

-n

Scutellaria elliptica

271
14.8

Smiiax bona nox

T TE T FI T = IIFIZZI I RIZIEEEEEE

T F (o Do
i |

C corteza, Fl: flor, Fr: fruto, H: hojas, R. ralz, T tallc, M: MeCH, H: nexano,
EtE. éter etllico
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4.2.2 Extractos acuosos:

Los porcentajes de recuperacion de los extractos acuosos obtenidos de las
plantas seleccionadas se incluyen en (a Tatla 6.

Tacla 8. Extractos acuosos y porcentajes de recuperacion obtenidos
de las distintas paries de las plantas del Noreste.

Parte de % de
Flants la planta recuperacion

Fl 88

Cordia bassien
Fr 24
Leucophyilum frutescens H 6.3
Phyla nodiflora H 89
Salvia coccinea H o 54
Salvia reflexa H 9.0
C 2.8
Schinus molie H 35
Smilax Bona- Nox L H 4.9




4.3 Tamizaje de la actividad antiTB de extractos obtenidos de plantas
del Norte de México

4.3.1 Interferencia del color propio del extracto sobre la apreciacién del
viraje del Alamar Azul:

La Figura 2 incluye las fotografias de los tubos de ensayo que contienen las
soluciones de Alamar Azul (en estado oxidado y reducido) y las mezclas de
Alamar Azul y extracto crudo de Schinus molle.

a) b) c) d) e

Figura 2. Fotografias de los tubos de ensayo que contienen las soluciones de
Alamar Azul y las mezclas de Alamar Azul y extracto crudo de S. molle.

a) Alamar azul oxidado: color azul

b) Alamar azul reducido: color rosa

c¢) 500 pg/mL de extracto MeOH de S. molle

d) 500 pg/mL de extracto MeOH de S. molle + Alamar azul oxidado

€) 500 ug/mL de extracto MeOH de S. molle + Alamar azul reducido

Los resultados mostraron que no existia interferencia por el color propio del
extracto sobre los colores del indicador redox, tanto en su estado oxidado o

azul como reducido o rosa.



4.3.2 Efecto inhibitorio del DMSO sobre ambas cepas micobacterianas:
Los resultados obtenidos muestran que el DMSO posee efecto inhibitorio en
ambas cepas. La inhibicién del crecimiento micobacteriano se observé hasta
el micropozo numero 2 que corresponde a la concentracion de 12.5% viv de
DMSO (Figura 3).

a) M. tuberculosis H37Rv

313

0.78

% (viv) DMSO
25.00

12.50

6.25

3.13

1.57

0.78

Figura 3. Determinacién del efecto inhibitorio del DMSO sobre la actividad
metabdlica de las cepas (a) H37Rv y (b) CIBIN'UMF15:99 de M. tuberculosis.



4.3.3 Preparacion de los in6cutos micobacterianos:

La obtencién de cultivos secundarios de ambas micobacterias a partir de
cultivos primarios jovenes (en medio Lowenstein-Jensen), demostré que son
alrededor de 18 a 21 dias los requeridos para alcanzar la turbidez

comparable al estandar 1 de McFarland necesario para realizar el bicensayo

(Figura 4).
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a) M. tubercuiosis H37Rv

1,2
1
08 RE=1
8 06 -
04
02 -
0o— - , —
1 4 B8 8 12 14 18 18 20 21
dias do incubacién
b) M. tubercuiosis CIBIN/UMF15:99
12-
7.
R =0,0886
08 -
g 08
04 -
02 -
0 — —

Figura 4 Curvas de crecimiento de las cepas de M. fuberculosis (a) H37 Rvy
(b) CIBIN/UMF15:99. DO: densidad 6ptica a 600 nm.



4.3.4 Evaluacion de la actividad antiTB de los extractos crudos:

Los resultados de Ia actividad antiTB de los extractos organices obtenidos de

las plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 7.

Tabla 7. MICs (pg/mL) de los extractos orgénicos obtenidos de plantas del

Noreste de México sobre cepas de M. fuberculosis sensicles y MDR.

Planta Parte de Extracto MICs (ug/mlL)
la planta organico MthS M tb MDR

H M >500 >500

Ceanothus coereleus Fl/Fr M 500 500
R M >500 >500

Clematis drumondii H/T M >500 >500
H M >500 >500

Colubrina gregqi Fl M >500 >500
R M >500 >500

H M 500 500

! - .l Fl M 500 500

Cordia boissien Fr M >500 >500

R M >500 >500

H EtE 500 500

M >500 >500

Chrysactinfa mexicana Fi E;AE zggg iggg
l; N EtE 62.50 62.50

M 500 500

ol H M 500 500

Cyperus altemnffolius R M >500 >500
Eupatag H M >500 >500

E Fl M >500 >500
cardiophylum R M >500 500

H M 500 500

Eupatorium odoratum Fl M >500 >500
R M >500 >500

Heliotropium H M >500 500
angiospermun F M >500 500

H M 250 125

Leucophylivm Fi M 500 >500
frutescens R M 62.50 62.50

H M > 500 500

Porfiena angustifolia  +— R M > 500 500
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Phyla nodiflora H M >500 >500
R M >500 >500
o - . H M >500 >500
Rivinia humilis Fl/Fr M >500 >500
R M >500 >500
_ _ H M 500 >500
Saivia chia FI/Fr M 500 >500Q
R M >500 >500
Salvia coccinea H M >500 >500
R M >500 >R800
H M 500 500
Salvia refiexa FI M >500 >500
R M >500 >500
: H M >500 500

bucu
Sambucus mexicana FUFT M 500 500
H M >500 >500
FI M 500 500
Schinus molle C M 500 500
Fr H 125 250
R M >500 >500
H M >500 >500
Sculelfaria eliiptica Fl/Fr M 500 500
R M >500 >500
) H M >500 | >500
Smilax bona nox R M >500 | >500

H: Hojas, FI Flores, Fr. Fruto, T, Tallos, R: Ralz. M. MeOH: Et E: Eter etilico: H:
Hexano. M tb S: cepa sensible 2 SIREP de M. tuberculosis H37TRv ATCC 27294, M
tb MDR: cepa MDR (a SIREP) de M. tuberculusis CIBIN/UMF15:99



Los resultados de |a actividad antiTB de |os extractos acuosos obtenidos de

las plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 8.

Tabla 8. MICs {(ng/mL) de los extractos acucsos abtenidos de plantas del
Nareste de Méxica sobre cepas de M. tuberculosis sensibles y MDR.

Planta Parte de la MIC (ug/mL) |
7 | _planta | MthS M th MDR
: _ Fl >500 >500
Cortlia bossieni Fr ~500 >£00
| Leucophylium fritescens H >500 >500
Phyla nodifiora __H 2500 >500
Salvia coccinea H >500 >500
Salvia reflexa H >500 >500 |
Schinus molle G 2500 2l
H >500 >500
Smitax Bona- Nox L H >b00 >500

Del total de 65 extractos evaluados los activos fueron solo 4 y se incluyen en

la Tabla 9.
Tabla 9. Extractos activos.
| Parte de la MIC (ug/mL)
Planta planta MtbS | MtbMDR
_ Chrysactinia mexicana R 62.50 62.50
; L 250 125
Leucophyllum frutescens & B2 ED 62,50
| Schinus molle Fr 125 | 250

El resto de los extractos organicas de las plantas evaluadas mostraron una

MIC > 500 ug/mL para ambas cepas de micobacterias.
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Las MICs para Igs extraclos acuosos evaluados fueron > 500ug/mL para

ambas cepas.

4.4 Fraccionamiento Biodirigido

4.4.1 ELL del extracto metandlico de raiz de L. frutescens:
Por medio de la ELL con polaridad diferencial de los extractos metandlicos
de hojas y rafz de L. frutescens se obtuvieron 8 fracciones. Las MICs para las

cepas micobacterianas y los rendimientos en g obtenidos de estas fracciones

estan en la Tabla 10.

Tabla 10. MICs (ug/mL) de las fracciones cbtenidas por ELL del extracto
metandlico de corteza de raiz y hojas de L. frutescens para las cepas
de M. tuberculcsis sensibles y MDR.

Parte de Extracto/ MIC (ug/mL) | Rendimiento
la planta Fraccion MthS M tb MDR (9)
Metanolico crudo 250 125 4560
. Hexanica 500 250 3.70
Hoja ACOE 500 125 951
Butarolico >500 500 2774
Metandlica crudo 62.50 62.50 15.80
Corteza de Hexanica 3125 | 312§ 670
Raiz AcOEt 250 125 7.30
Butanglica >500 500 180
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Los resultados de la identificacion de los grupos funcionales presentes en las

fracciones antiTB estan incluidas en la Tabla 11,

Tabla 11. |dentificacion de grupos funcionales en fracciones antiTB

de L. frutescens.

- Hoja _Corteza de Raiz
Grupos Funcionales Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
Hexanica AcOEt Hexanica AcOEt
Insaturacicnes
Br,/CCl4 + + + +
KMnO, + + + +
Grupo Carbonilo
24 DNFH | + [ - ] - | +
Oxhidrilos fendlicos
FeCi, - . | . | + T 4
Esteroides y Triterpenos
Prueba de Liebermann-
Buchard * * * t
Prueba de Salkowski + + + +
Carbohidratos
Prueba de Molish | + | - ]+ | +
Grupo Furano
Prueba de Erlich - ] - [ . | -
Coumarinas
ATTONDMA DENEHEVIO T3
Sesquiterpenlactonas
Prueba de Baliet | r + | + |1+
Quinonas
Frueba de Bomtrager | - | - I - | - B
Flavonoides
Prueba del H,S0, + favonas | +;flavonas | +, flavonas | + flavonas
Prueba de Shincda - - - -
Alcaloides
Prueba de Dragendorff
modificada por Munier y + - + +
Machaelobuf
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4.4.2 VLC de la fraccion hexanica del extracto metandlico de raiz de L.
frutescens:

4.4.2.1 Actividad antiTB:

Luege de la VLC del extracto metandlico de raiz de L frutescens se
obtuvieron 9 fracciones cromatograficas; las MICs de estas fracciones para
las cepas micobacterianas y los rendimientos en g obtenidos estan en la

Tabla 12.

Tabla 12. MICs (ug/mL) y rendimientcs.de las fracciones obtenidas
por VLC de la fraccion hexanica de L. frutescens para las cepas
de M tuberculosis sensibles y MDR

b MIC(ug/mL) —
Fraccion M5 M tb MDR Rend(lg;lento
fraccion hexanica 31.25 31.25
VLC 20:1 (hexano:AcQOEt) 15.68 15.63 2.40
VLC 15:1 62.50 62.50 0.40
VLC 101 82 50 12500 0.20
VLC 5:1 125.00 125.00 0.20
VLC 3:1 62.50 125.00 0.07
VLC 2:1 62.50 250.00 0.50
VLC 1:1 25000 | 250.00 010 |
AcOEt 125.00 250.00 0.10
MeQH 250.00 250.00 0.40

4.4.2.2 Perfiles cromatograficos de la fraccion VLC 20:1:

Por CCF los mejores resultados de resolucion se obtuvieron usando como
Fase Maévil DCM con 3% de acetona, se evidencid la presencia de al menos
4 compuestos al observarse bajo luz fluorescente y tras revelado con

vapores de yodo.
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A centinuacion se observa el cromatograma de la fraccion mas activa, VLC

20:1 obtenido por HPLC (Figura 5).

nur; §

0.147

012

"Hho uba " ebo " sbo  f0a 1200 14D w0 180 X0 200 2400 00 2600 3000
Ninusos
Figura 5 Cromatograma de la fraccion VLC 20:1 obtenido con columna

Cromolith Perfamance Merck RP § um, 18E 100-4.6 mm ccmo Fase
Estacionaria y MeOH:agua 70:30 como Fase Movil, con las condiciones
desciitas en 3.2.4.4.

Los cromatogramas de las fracciones VLC 20:1, VLC 15:11 y VLG 10:1

obtenidos en el HPLC-DAD-EM mediante las condiciones descritas en

3.24.4 seincluyenenlaFiguras 6, 7 y B.
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a) Detector: DAD A= 258.2 nm
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b) TIC, Detector EM
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Figura 6. Cromatograma de la fraccion VLC 20:1 obtenido con Columna
Polarity dC18 3 um 2.1 X 50 cm comc Fase Estacionaria y acido formico
0.1% en agua y acido formico 0.1% en ACN como Fase Movil, con las
condiciones descritas en 3.2.4.4 y detector a) DAD y b) EM.
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a) CAD, A= 209.5 nm

b) TIC, Detector EM

G.0701
4

0.08)]

Figura 7. Cromatograma de la Fraccién VLC 15:1 obtenido con Columna
Polarnty dC18 3 um 2.1 X 50 cm como Fase Estacionaria y acido formico
0.1% en agua y acido férmico 0.1% en ACN coma Fase Movil, con las

condiciones descritas en 3.2.4.4 y detector a) DAC y b) EM.
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a) DAD A= 282.3 nm

o.moi
01505

=

b) TIC, Detector EM
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Figura 8. Cromatograma de la Fraccion VLC 10:1 obienido con Columna
Polarity dC18 3 um 2.1 X 50 cm comc Fase Estacionaria y acido férmico
0.1% en agua y #cido férmico 0.1% en ACN como Fase Médvil, con las
condiciones descritas en 3 2.4 .4 y detector a) DAD y b) EM.
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4.4.3 Cramatografia en Columna a Baja Presion-FR de la fraccion VLC
20:1 de la fraccion hexanica del extracto metandlicc de raiz de L.
frutescens;

4.4.3.1 Actividad antiTB:

Se obtuvieron & fracciones cromatograficas cuyas MICs para las cepas

micobacterianas y rendimientos estan en la Tabla 13

Tabla 13. MICs (ug/mL) y rendimientos de las fracciones obtenidas por
Cromatografia en Columna a Baja Presion-FR de la Fraccion VLC 20:1
de L. frutescens para las cepas de M. tuberculosis sensibles y MOR,

. MIC {ug/mL -
Fraccion MibS gM tb)MDR Ram(:lll“ml)ento

VLC 261 12.50 12.50 g
Fraccion 1, 70:30 {(MeCH agua) 50.00 50.00 3.50
F 2, 80:20 50.00 50.00 2.16

F 3 80.10 25.00 12.50 102.10

F 4, 100 MeOH 12.50 12.80 418.90

F 5, 50:50 (MeCH:acetona) =>10C.00 >100.00 266.90

F &, 100 acetona >100.00 >100.00 48.80

4.4.3.2 Perfiles cromatograficos de las fracciones 3 y 4:
La CCF usando coma sistema de elucion DCM con 3% de acetona indich la

presencia de un solo compuesto en cada fraceion y con identico Rf de 0.73.

Los cromatogramas obtenidos por HPLC de las fracciones 3 y 4 se
observan en las Figuras 9 y 10 y fueron oblenidos con las condiciones
descritas en 3.2.4 4.
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Figura 9. Cromatograma de la F3, 90:10 obtenido usando como Fase
Estacionaria: Columna Cromolith Perfomance Merck RP 5 um, 18E 1004.6

mm y come Fase Maovil. MeQH:agua 70:30, con las condiciones descritas en
3.244
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Figura 10. Cromatograma de la F4, 100 MeOH obtenido usande como Fase
Estacionaria: Columna Cromolith Perfomance Merck RP § um, 18k 100-4.6

mm y como Fase Mavil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en
3.24.4,
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4.5 Purificacion y determinacion de la estructura de los compuesios

antitB

4.5.1 Purificacion de los compuestos antiTB:

4.51.1 A partir de F3, 90:10:

Mediante la segunda Cromatografia en Columna a Baja Presion-FR se logro
purificar en el sistema $80:10, el compuestc mayoritario presente en F3,
90:10. Se colectaron 120 fracciones. Los cromatogramas de los tubos 62, 65,
70 y 73 mostraron 1a presencia de un solc pico en los tubos dentro de este
rango (Figuras 11 y 12). A este compuesto se le llamé como compuesto 3

por originarse de lka F3, 80:10.
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Figura 11. Crocmatograma y Espectro UV-Vis del compuesto 3 (contenido en
el tubo 70) obtenidos usandc como Fase Estacionaria una columna
Symmetry C18 5um, 3.9 X 150 mm MNo. Serie WAT 046980 y como Fase
Movil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en 3.2.5.1.
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Figura 12. Cromatograma y Espectro UV-Vis del compuesto 3 (contenido en
el tubo 73) obtendos usando comt Fase Estacionaria una columna

Symmetry C18 sum, 39 X 150 mm No. Serie WAT 045880 y como Fase
Movil: MeOH:agua 70:30, con |as condiciones descritas en 3.2.5 1,
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4.5.1.2 A partir de F4, 100 MeOH:

El desarrollo de la Cromatografia en Columna a Baja Presién-FR condujo a la

purificacion del compuesto mayoritario presente en F4, 100 MeOH. Los

resultados mostraron que el compuesto puro se concentra Unicamente en la

fraccion eluida con 100 % de MeOH (Figura 13). A este compuesto se le

llamo6 como compuesto 4.

e
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Figura 13. Cromatograma y Espectro UV-Vis del compuesto 4 usando como
Fase Estacionaria una columna Symmetry C18 5um, 3.9 X 150 mm No. Serie
WAT 046980 y como Fase Movil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones

descritas en 3.2.5.1.
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4.5.1.3 Pureza Cromatografica:

El resultado de la co-cromatografia de la mezcla de los compuestos 3 y 4 en
CCF (DCM al 3% de acetona) observada bajo la luz UV y vapores de yodo
indic¢ la presencia de solo una mancha al misme con un valor de Rf de 0.73.

El cromatograma y los espectros obtenidos de la co-cromatografla de los

compuestos 3 y 4 se incluyen en la Figura 14,
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el compuesto 3
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Figura 14. Cromatograma y Espectros UV-Vis de la mezcla de los
compuestos 3 y 4. (Se utilizd el mismo sistema cromatografico que en
3.25.1).



4.5.1.3 Rendimiento (%p/p):

De 6 especimenes de L. frutescens de aproximadamente 1.5 m de altura se
obtuvieron 200 g de corteza de raiz molida. En la Tabla 14 se incluyen los
rendimientos (% p/p) en cada paso del Fraccionamiento Biedirigido del
extracto metandlico de corteza de raiz de L. frutescens para cada uno de sus

fracciones y compuestos con actividad antiTB.

Tabla 14. Rendimiento (% p/p).

Conteza de raiz de L. frutescens | % plp

extracto metanélico crudo 7.900

fraccidn ELL hexanica 3.002

fraccion VLC 20:1 1.368

" F3,90:10, Cromatografia en |

Columna a Baja Presién
F4, 100 MeOH, Cromratografia Rt
en Columna a Baja Presion

campuesto 3 0.019 |

compuesto 4 0.181
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4.5.2 Determinacion de la Estructura de los compuestos antiTB:
4,5.2.1 Espectroscopia UV-Vis:
Las Figuras 15 y 16 muestran los espectros UV-Vis de los compuestos 3y 4

disueltos en MeOH.
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Figura 15. Espectro UV-Vis del compuesto 3 aislado de raiz de L.
frutescens.
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Figura 16. Espectro UV-Vis del compuesto 4 aislado de raiz de L.
frutescens.

B7



4.5.2.2 Espectroscopia IR:

La Figura 17 muestra el espectro IR del compuesto 4,
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Figura 17. Espectro IR del compuesto 4 aislado de raiz de L. frutescens.
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4.5.2.3 Espectrometria de Masas:
Las Figuras 18 y 13 correspanden a los espectros de Masas obtenidos de los
compuestos 3 y 4. El peso molecular resultante para ambos compuestos fue

de 286 g/mal y la férmula malecular CopHa00.
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Figura 18 Especiro de Masas del compuesto 3 aislada de raiz de L
frutescens.
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Figura 18. Espectro de Masas del compuesto 4 aislado de raiz de L.
frutescens.
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4.5.2.4 Espectroscopia RMN:
'H RMN: Las Figuras 20 y 21 correspenden a los Espectros de 'H RMN de

los compuestos 3y 4.
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Figura 20. a) Espectre de 'H RMN del compuesto 3 aislado de raiz de L.
frutescens, b) Ampliacién de la zona del Espectro 'H RMN del compuesto 3

entre 0.5y 3.5 ppm.
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Figura 21. a) Espectro de 'H RMN del compuesto 4 aislado de raiz de L.
frutescens, b) Ampliacion de la zona del Espectro 'H RMN del compuesto 4
entre 0.5y 3.5 ppm.
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®C RMN: Las Figuras 22 y 23 corresponden a los Espectros de '°C RMN de

los compuestos 3y 4.
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Figura 22. Espectro de *C RMN del compuesto 3 aislado de raiz de L.
frutescens.
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Figura 23. Espectro de *C RMN del compuesto 4 aisiado de raiz de L.
frutescens



La Figura 24 corresponde a los DEPT-135 de [0s compuestos 3 (a) y 4 (b).

a) compuesto 3:

b) compuesto 4.

Figura 24. DEPT-135 de los compuestos a) 3 y b) 4 aislados de raiz de L.
frutescens.
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Las Figuras 25 y 26 corresponden a los HMQC de los compuestos 3 v 4.
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Figura 25. HMQC del compuesto 3 aislade de raiz de L. frutescens.
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Figura 26. HMQC del compuesto 4 aislado de raiz de L. frutescens
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Las Figuras 27 y 28 corresponden a los HMBC de los compuestos 3 y 4.
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Figura 27. HMBC del compuesto 3 aislado de raiz de L. frutescens.
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Las Figuras 29 y 30 corresponden a los COSY de los compuestos 3 y 4.
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Figura 29 COSY del compuesto 3 aislado de raiz de L. frufescens.
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Figura 30. COSY del compuesto 4 aislado de raiz de L. frufescens.
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4.5.2.5 Poder Rotatorio:
[Ct][) =af | C.
Donde: = a=rotacion especifica experimental

I= es longitud de la celda (dm)

C= concentracién g/100 mL
Los valores de o para los compuestos 3 y 4 aislados de L. frutescens fueron

-0.065 y -0.048, respectivamente. Los resultados de| poder rotatorio para los

compuestos fueron:
compuesto 3: [a]p= (-) 0.28

compuesto 4. [o]p= (-) 0.32
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4.6 MICs de los compuestos antiTB puros

Las MICs para cada compuesto se presentan en la Tabla 15. La Tabla 18

incluye las MICs de los antiTB de primera linea para ambas cepas.

Tabla 15. MICs y rendimientos de lgs ccmpuestos antiTB aislados
de raiz de L. frutescens para las cepas de M. tuberculosis

sensibles y MDR.
mtiscara l_ MIC {pgfmL) Rendimiento |
' MtS | MthMDR {mg)
compuesto 3 1280 ' 12.50 25.00
| compuestod | 1250 | €625 216 00

Tabla 16. MICs de los antiTB de primera linea para
las cepas sensibles y MDR de M. tuberculosis.

: MIC {u.g/mL)
R MibS | MtbNDR
estreptomicina 0.50 >100.00
isoniazida 0.06 3.13
rifampicina 0.0E 100.00
etambutol 2.00 8.00

La Figura 31 es |a fotcgrafia de MABA para los compuestos 3 y 4 aislados

de L. frutescens.
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Compuesto 3:
M. tuberculosis M. tuberculosis
CIBIN/UMF15:99 H37Rv

M. tuberculosis M. tuberculosis

Figura 31. Fotografia del MABA para los compuestos 3 y 4. La columna de
numeros a la derecha corresponde a la concentracion de los compuestos
(ug/ mL). Las lineas horizontales corresponden a la MIC. CC: Controles de
Crecimiento; R: rifampicina; O: ofloxacina; 3: compuesto 3 y 4. compuesto 4.
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4.7 Actividad antiTB Bactericida o Bacteriostatica

Los dos compuestos resultaron bactericidas (permanencia del color azul del
indicador) a las Concentraciones consideradas como Minimas Inhibitorias

para ambas cepas micobacterianas (Ver Figura 32):

Compuesto 3:
M. tuberculosis M. tuberculosis
CIBIN/JUMF15:99 H37Rv

Compuesto 4:
M. tuberculosis
CIBIN/UMF15:99

CC RO 4 4 4

Figura 32. Fotografia del MABA en el cual se caracterizd a los compuestos
3 y 4 aislados de L. frutescens como bactericidas. La columna de nimeros a
la derecha corresponde a la concentracion de los compuestos (pg/ mL). CC:
Controles de Crecimiento; R: rifampicina; O: ofloxacina; 3: compuesto 3 y 4:
compuesto 4.
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4.8 Toxicidad de los compuestos 3 y 4 para larvas de A. salina

Las ClLsp de los compuestos antiTB aislados de la raiz de L frutescens, asi

como el control positiva y los intervalos de confianza (IC) se incluyen en |a

Tabla 17.

Tabla 17. Las Clsy ce los compuestos antiTB aislados
de la raiz de L. frutescens para larvas de A. salina.

Cleo
(ngimL) 1C (95%)
campuesto 3 9.87 6.18-15.18
compuesto 4 872 7.20-10.50
dicomatode | 4oen | 11022268
patasio
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CAPITULO 5

DISCUSION

La mayorla de las planias evaluadas en este estudio fueron seleccionadas
en base a criterios etnofarmacolégicos; sin embargo algunas de ellas fueron
recolectadas por consideracion a reportes previos de actividad antTB de
otras especies como el caso de las especies de Salviz (Ulubelen A y cals,
1897) o actividad antimicocbacteriana para el caso de la especie regional de

Scutellaria (Franzblau SG y C Croos, 1986) (Tabla 4).

Se usd MeOH como sistema extractante en general ya que con éste
asegurabamos arrastrar principios activos polares y medianamente polares,
al igual que los rastreos de actividad antiTB y antimicobacteriana reportados
por Asres K y cols., 2007 Newton SM y cols., 2002 y Jimenez-Arellanes y
cols., 2003. Sin embargo, para el caso del fruto de S. molle se realizd la
extraccion con hexano en lugar de MeOH porque se obtuvo un molide muy
aceitoso. En el caso de los molidos de hojas y raiz de C. mexicana se

realizaron extracciones de sus aceites esenciales con éter etilico
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previamente la extraccion metandlica, pues al realizar el molido fue
evidente el gran ccntenido de aceites los cuales el MeOH no extraeria

eficientemente.

Aunque criginalmente se propuso obtener extractos acuosos de tadas las
plantas seleccionadas por criterios etnofarmacoldgicos no se prosiguié con
ésto, ya que los primeros resultados mostrarcn que ninguno de los extractos
evaluados fue activo. Las posibles razones pueden ser 1) nuestra estrategia
de obtencion del extracto acuosc a partir del residuo metandlico y no
directamente del material vegetal molide; 2) debido a que al igual que los
productos naturales con actividad antilTB reportados por otros grupos de
investigacian, éstos son de naturaleza ne¢ palar a medianamente polar.
Nuestros resultados concuerdan con Lall N y JJ Meyer quienes en 139G,
reportaron que de 20 extractos acuosos obtenidos de plantas sudafricanas
sélo uno de ellos, e! obtenidc de la raiz de Euclea natalensis presentd
actividad antiTB a 500 ug/mL y con los resultados publicados por Jimenez-
Arellanes y cols., quienes en el 2003 reportarcn que ninguno de los 22
extractos acuosos obtenidos de plantas mexicanas mostraron actividad
antiTB a una concentracion de 200 ug/mL. Asi también, en la reunién del
PIBATUB-CYTED celebrada en marzo del 2004, fue considerado que para la

obtencion de principios con actividad antiTB a partir de productos naturales el
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uso del agua como extractante no es recomendable {comunicacién personal,

Cra. Noemi Waksman).

La evaluacién de l|a actividad antimicobacteriana y antiTB de productos
naturales ha sido realizada utilizanda diversos métodos. Entre los citados
estan el métode de |as proporciones (Grange JM y NJC Snell, 1996; Lall Ny
JJ Meyer, 1899; Asres K y cals., 2001), difusidén en disco (McCutcheon vy
cols., 1992; Kcbaisy M y cols., 1997, Luesch H y cols., 2001; Osterhage C y
cols., 2002), incorporacion de [H¥-uracile (Ingélfsdéttir K y cols., 1898) y el
sistema Bactec 460 (Caldwell y cols., 2000; Cantrell y cols., 1898; Cantrell y
cols., 1999). Estos métodos tienen algunas limilaciones tales como alto
costo, tiempos prolongados para obtener resultados (o que incrementa la
probabilidcad de la descomposicién de la sustancia prueba), uso de
radiois6topos y necesidad de grandes cantidades de extractos, fracciones o
compuestos puros para su evaluacion. La implementacidn de métcdos de
micredilucion permite realizar con rapidez el tamizaje de posibles nuevos
agentes antiTB (Ulubelen A y cols., 1957; EISohly HN y cols., 1999; Topcu G
y cols., 1899; Houghton PJ y cals., 19599). En nuestro caso usamos el método
de microdilucién, que utiliza come indicador de viabilidad celular el indicador
redox Alamar Azul (descrito en 1.4.3.1) que representa una excelente
alternativa para deteminar la actividad antiTB de extractos crudos,

fracciones 0 compuestos puros aislados de productos naturales (Pietro y
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cols., 2000; Jimenez-Arellanes y cols., 2003; Woldemichae! GM y cols., 2004;

Gu JQy cols., 2004 b).

Al iniciar este trabajo en el afio 2000 no existian repories del uso del MABA
para la evaluacidén anliTB de extractos crudos, fraccicnes ¢ compuestos
puros aislados de productes naturales; ni tampocd habia evidencia de su uso
para evaluar cumpuestos sintéticos como positles agentes antiTB. El MABA
solc se empleaba en la Miccbacteriologia Clinica para determinar MIC de los
medicamentos antiTB sobre los aislados clinicos de M. tuberculosis con el
uso de un fluorémetro para microplacas (Collins LA y SG Franzblau 1997,
Franzblau y cols., 1988). En nuestro laboratorio no contabamos con un
fluorémetro, por lo que el viraje del indicador de viabilidad del azul al rosa por
apreciacion visual y no la emision de fluorescencia fue la caracterisiica
utilizada para determinar la MIC. La evaluacidn de [a posible interferencia del
color mismo del extracto y |os distintos estados redox del indicador demostré
gue no existia interferencia de los coleres (Figura 2). Asi, fue posible la
determinacion de MIC mediante la apreciacion visual de [a permanencia del
color azul en el micropozo confirmada por revision al microscopio del

crecimiento micobacteriano.

En esle estudio se incluyeron la cepa H37Ry y el aislado clinico CIBIN/UMF
15:89 de M. tubercuiosis. La primera cepa es la cepa estandar (sensible a

todos los antTB de primera linea) y la segunda CIBIN/UMF15:99, es
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resistente a todos ellos. Esta dltima micobacteria MDR es una de las 65
cepas de M. fubgrculosis aisladas y caracterizadas de pacientes con TBP
adscritos a la UMF del IMSS Nao. 15 (Said-Fernandez S y cols., 2001). El uso
de la cepa MDR de M. fuberculosis podria conducirnos a identificar extractos
de plantas candidatos para realizar su fraccionamiento biodirigidc hasta
lograr el aislamiento y caracterizacién de compuestos de estructura

novedcsa, los cuales podrian controlar la TB-MDR.

Con la premisa de que el DM30 es un disolvente universal pero sabiendo
ademds que este compuesto permeabiliza la membrana celular, se determind
su efecto toxico sobre las dos cepas de micobacterias utilizadas en el
presente trabajo. EIl DMSO demostré efecto inhibitoric sobre ambas cepas a
una concentracion de 12.50 % (v/v). Consecuentemente, los extractos
organicos se prepararon al 20% de DMSO para gue por la misma técnica del
MABA (dilucién 1:4) la concentracion de DMSQ en el micrcpozo numerg 1
fuera del 5%, de esta manera asegurabamos estar trabajandc a

concentraciones subtoxicas del disolvente.

Existen dstintos criterios de los puntos de corte sobre la MIC para considerar
un extracto crude activo y buen candidatc para proseguir con Ssu
fraccionamiento biodirigido. Por ejemplo para Lall N y JJ Meyer en 1899 fue

500 ug/mL; para Asres K y cols., en el 2001 fue 100 pg/mL; para Newton SM
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y cois., en el 2002 fue 52,5 pg/mL,; para Jimenez-Arellanes y cols , en el 2003

fue 200 pg/mL y recientemente para Tosun F y cols., 2004 fue 50 pg/mL.

Nosotros decidimos considerar como activos Unicamente a aquellos exiractos
con una MIC de < 250 ug/mL. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo nos permitieron identificar tres especies activas: C. mexicana, L.
frutescens y S. moile, las cuales poseen actividad antiTB contra ambas
cepas de M. tubercufosts, con MICs entre 62.50 y 250 ug/mL (Tabla 9). Es
interesante considerar que estas tres especies fueron elegidas por criterios
etnofarmacologicos; ademas cabe resaltar que L. frutescens y S. molfe han
sido referidas especificamente para el tratamiento de la TB. (Tabla 4). Asi, la
seleccidn de plantas por criterios etnofarmaccldgicos incrementa fuertemente
la probabilidad de identificar especies con principios antiTB. Estas tres
plantas regionales son excelentes candidatas para el aislamiento de los

nuevos compuestos antiTB.

A continuacién se refieren los datos reportados para las tres especies que
resultaron activas en el presente trabajo. Los exiractos medianamente
polares de la parte agrea de C. mexicana fueron previamente reportados con
actividad anti-M. tubercufosis por Cantrell CL y cols., en 1988, por medio de

estudios fitoquimicos se logrd el aislamiento y la caracterizacién de
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monaoterpenos, Sin embargo no se reportd evaluacion de actividad biolégica

(Delgado G y MY Rios, 1981).

Rimandc AM y cols. en 1989, aislaron lignanos con actividad fitotéxica de L.
frutescens. Rojas S y cols. en el 2003, aislaron de una especie muy
relacicnada, L. ambiguum, lignanos inhibidcres de la calmodulina. Sin
embargo, no existen reportes previos de actividad antiTB en extractos

crudos, fraccicnes o compuestos purcs aisladcs del generc Lewcophyilum.

Dikshit A y cols. en 1986, reportaron actividad antifiungica de los aceites
esenciales contenidos en hojas de S. molle; 10s aceites esenciales fueron
caracterizados por CG y resultaran ser principalmente mirceno, limaneno y fi-
cariofileno. Gundidza M en 1983, reparté actividad de los aceites esenciales
de hojas frescas de S molle contra distintas especies bacterianas: Kiebsiella
pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconastoc
cremoris, Enterobacter aerogenes, Proleus vulgars, Clostridiim sporogenes,
Acinetobacter calcoacetica, Escherichia cofi, Beneckea natnegens,
Citrobacter freundii Semratia marcescens, Bacilfus subtilis y Brochothnx
thermosphacata y contra hongos patogenos, Aspergillus ochraceus, A
parasiticus, Fusarnium culmorum y Altemaria altemata. Ruffa MJ y cols. en el
2002, describieron el efecto citotdxico de extractos metandlicos de hojas y

frutos de esta especie sobre carcinoma hepatocelular (Hep G2). Yueqin Z y
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cois. en el 2003, aislaron del frutc de S. moffe dos frilerpenoides y una
biflavona con actividad ant-inflamatoria. Hayashi T y cols. en 1986 aislaron

de S. terebinthifolius pentagalloylglucosa, un inhibidor de xantina oxidasa.

Para elegir el exitracto con el cual se continuaria el fraccionamiento
biodirigido se plantearaon los siguientes criterios:

* mayor actividad antiTB (menor MIC)

» mayor porcentaje de recuperacion

= facilidad de obtener |z planta regional

Con el conocimiento de que las MICs de los extractas de corteza de raiz de
L. frutescens y raiz de C. mexicana fueron 62.50 pg/mL para ambas cepas y
cuyos porcentajes de recuperacién fueron de 7.9 y 7.7 %, respectivamente,
se decidié continuar con el fraccionamiento biodirigido de los extractos de L.
frutescens por tratarse de un arbusto abundante en nuestra regién en

comparacion de C. mexicana que €s una planta pequeiia y escasa.

Asl pues el estudio se continud con el fraccionamiento biedirigido de los
extractos metandlicos de corteza de raiz y hojas de L. frutescens, conocido
como cenizo de Monterrey, la cual es una planta regional medicinal que
pertenece a la familia Scrophulanaceae. Esta planta es un arbusto que

alcanza mas de un metro de altura, sus hojas son peguenas, ovaladas y
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vellosas, de color blanquecino pardo (de ahi su nombre de cenizo) y sus
flores son pequenas de color lila. L frutescens crece silvestre en todo el
Noreste de México, en algunas regiones del altiplano potosino y también en

el Sureste de EEUU (Figura 33) (Universidad de Connecticut, USDA).

a) planta completa b) hojas

Figura 33. Fotografias de la planta L. frutescens.

De manera general, el efecto inhibitorio sobre ambas cepas micobacterianas
se concentrd en las fracciones no polares y medianamente polares de hojas
y corteza de raiz de L. frutescens, mientras que las polares (butandlicas)

fueron las menos activas (Tabla 10).
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Las fres fracciones obtenidas por ELL del extracto de hojas presentaron
MICs mayores que la del extracto crudo scbre la cepa sensible de M.
tuberculosis, mientras que para la cepa MDR solo la fraccion medianamente
polar (AcOEt) es tan activa como el extracte original, con una MIC de

125ug/mL (Tabla 10).

Por otro lado la fraccion hexanica de raiz mostrd ser dos veces mas activa
(MIC = 31.25 pg/mL) que el extracto original (MIC = 62.50 ug/mL) sobre
ambas cepas (Tabla 10). Por esta razén se decidi6 seguir con el
fraccionamiento biodirigidc de la fraccidn hexanica. Se inici6 el
fraccionamiente por VLC, técnica cromatografica ampliamente reportada y
utilizada para la separacion de mezclas complejas de naturaleza no polar
como terpenos e inclusive metabglitos con actividad antiTB (Cantrell CL y
cols., 1996; Kobaisy M y cols., 1897; Ulubelen A y cols., 1987; Saludes JP y
cals., 2002; Peng J y cols,, 2003). Por VLC se ohtuvieron 8 fracciones. La
fraccion con mayor actividad sobre ambas cepas de M. tuberculosis fue la
eluida con la mezcla hexano: AcOEt 20:1 Esta nueva fraccion resultd ser dos
veces mas activa que la original. La actividad antiTB en términos de MIC fue

igual para ambas cepas: 15.63 ug/mL (Tabla 12).
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El perfil cromatografico ottenido por HPLC-DAD de la fraccibn mas activa
VLC 20:1 (Figura 5), indicé la presencia de 5 compuestos mayoritarios (> 5%

area) con tR de 2.972, 3.818, 8.687, 12,423 y 13.132 min.

Por CCF de la VLC 20:1 fueron evidentes 4 manchas tanto por revelado con

los vapores de yodo como par expasicion a la luz UV,

E! andlisis de la fraccidn VLC 20:1 por HPLC-EM (Figura 6) demostrd la
presencia de 2 senales: en el cromatograma a la mfz 175 aparecié un pico a
11.208 min, y solo se cbtuvo un compuesto probable con un 18% de
coincidencia, el 2,5-dimetil-8-(1-metileti)-5 6,7 ,8-tetrahidro-1-naftalencl con
peso molecular de 218.1675065 g/mol, formula CysH2:0 y pico base de m/z

175 (Figura 34) (Tirado-Castillo A, 2004),

En la fraccion VLC 20:1 no se detectaron lignanos, metabolitos secundarios
que habian sido aislados, caracterizados y evaluados en esta especie y en
una especie estrechamente relacionada (Rimando AM vy cols., 1998; Rojas S
y cals., 2003) La presencia de los lignanos quedd demostrada en la traccion
VLC 10:1, gue incluye un pico ¢on tR de 8.672 min (Figura 8) y cuyo EM
obtenido a la m/z 148 se compard contra las dos bitliotecas y se logrd
identificar como asarinina. Este lignano también se encontré en |a fraccion

VLC 15:1 (Figura 7) (Tirado-Castillo A, 2004).
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Figura 34. Estructura planar y EM del 2 5-dimetil-8-(1-metiletil)-5,6,7,8-
tetrahidro-1-naftalenol.

Resulta interesante resaltar que el resto de las fracciones eluidas con las
croporciones 10:1, 3.1, 2:1 hexano:AcOEt y solo AcCEt fueron mas activas

sobre |a cepa sensible que sobre la MDR de M. tuberculosis (Tabla 12).

La fraccion mas activa VLC 20:1, se purificod por medio de Cromatografia a
Baja Presién-FR, técnica de separacion gue dasegura el suministro y flujo
constante de solvente y con mayor resolucién que la VLC. Se obtuvieron 6
fracciones cromatograficas. Las fracciones 3 y 4 eluidas con MeOH:agua

(80:10) y MeOH respectivamente, mostraron la mayor actividad antiTB. La
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fraccian 4 resulté tener igual actividad sobre ambas cepas: MIC=12.50
ug/mL; mientras que la fraccian 3 fue mas activa sobre la cepa MDR (MIC=
12.50 pg/ml) que sobre la cepa sensible de M. tuberculcsis (MIC= 25.00

ug/mL) (Tabla 13).

E| perfil cromatografico obtenido por HPLC de la fraccion 3 mostré un pico
principal con un tR de 12.467 min (Figura 8). El perfil cromatografico obtenide
por HPLC de la fraccion 4 mostré también un pico principal con un tR de

12.968 min (Figura 10).

Los espectros UV-Vis de ambes ccmpuestos obtenidos resultaron idénticos y

su longitud de onda méxima fue 283.5 nm.

De la fraccion 3 se logré purificar el compueste 3 mediante una nueva
Cromatografia a Baja Presion-FR con MeCH:agua (90:10) como eluente
(Figuras 11 y 12). La purificacion cel compuestc antiTB presente en la
fraccion 3 se reflejd en su actividad bioldgica, ya que la MIC para la cepa
sensible de M tubercuiosis disminuyd de 25.00 a 12.50 ug/mL (Takla 15). La
purificacion del compuesto 4 a partir de la fraccién 4, fue posible por medio
de una nueva Cromatografia a Baja Presien-FR con MeCH como eluente
(Figura 13). El compuesto 4 purc mostrd una MIC mencr a la de fraccion 4

sobre |a cepa MDR de M. fuberculosis (Tabla 15).
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Los compuestos J y 4 presentaron practicamente los mismos espectros de
UV-Vis y EM. El peso molecular de ambos compuestcs es 286 g/mol y la
formula molecular pasible es CyH:O. Para ambos compuestos el pico base
del EM es de m/z 175, el cual coincide con el pica base del 2,5-dimetil-8-(1-
metiletil)-5,6,7, 8-tetrahidro-1-naftalenol, compuesto probable identificado en

la fraccion VLC 20:1 (Figuras 18, 19 y 34).

Debido a la poca cantidad del compuesto 3 solo se logré realizar el
espectro IR para el compuesto 4 y que presenta bandas a 3463.78 cm’!
que corresponde al estiramiento del enlace O-H; bandas a 2955.98, 2922 98
y 2868.55 cm™ que carresponde a los estiramientos C-H de -CHa, -CH, v -

CH. Una banda a 1618 cm™' que corresponde al estiramiento de -C=C-.

En los espectros de 'H RMN de los compuestos 3 y 4 (Figuras 20 y 21) se
observan 5 sefiales de metilos, dos dobletes y un singulete. Una de los
singuletes aparece desplazado a campc bajo (compuesto 3: 2.25 ppm ¥y
compuesto 4 2.27 ppm) lo cual indica su posible unidén a un anillo aromatico.
Los otros dos singuletes a campo mas alto indican posible union a olefina
(compuesto 3: 1.67 y 1.57 pom, compuesto 4. 1.68 y 1.59 ppm). Ademas
se observan 2 sefiales de metino (3.06 y 2.58 ppm para el compuesto 3,
3.09 y 260 ppm para el compuesto 4) o cual indica metinos unidcs a
aromatico. A 4.61 ppm para el compuesto 3 y 4.63 ppm para el compuesto

4 se observa un singulete intercambiable con D;0, indicativo de que se trata
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de un oxhidrilo posiblemente fendlico, dado que la prueba de FeCly resulté
positiva. En la zona de olefinas y aromaticos se observan 3 sefiales’ 1a senal
multiple a 5.00 ppm del compuesto 3 y 5.03 ppm de! compuesto 4 integra
para 1 H y se asignd g un metino de olefina; ia sefiales simples a6 59 y 6.43
ppm del compuesto 3 y 6.44 y £.61 ppm del compuesto 4 se asignaron a H

aromaticos.

Los espectros '*C RMN de estos compuestos presertan 20 sefales (Figuras
22 y 23). El analisis de Jos DEPT 135 de los compuestos 3 y 4 (Figura 24)
nas indica que 4 C san metilencs (sefales negativas), 5 C son metilos, 6 C

son metinos y el resto de los C (5) son cuaternarios.

Los desplazamientos quimicos de los H y C asignados para los compuestos

3y 4 se presentan en las Tablas 18 y 19.
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Tabla 18. Desplazamientcs quimicos y multiplicidad de los
'H de los compuestos 3 y 4, aislados de L. trutescens.

- 5 pE) __ ]
Hidrégeno compuesto compuesto
3 4

[ €W | 308w | 3090w
151 (m) 1.53 (m)
2 | C% | q1egim | 1.85(m)
1.82 (m) 175 (m)
31 G| qe8(m) 1.88 (m)
4 ' CH | 288(m) 2.60 (m)
5 CH | 643(s) 661 (s)
7 CH | _653(s) 6 44 (s)
7 CH [ 181 (m) 1.91 (m)
1.10 (m) 1.12 (m)
12 2CH: | 31 (m) 1.32 (m)
1.99(m) 2.05 (m)
13 CH 14 g5 (m) 183 (m)

14 CH | 500 (m) 503(m) |
16 CH; | 167 (s) 1.69 (3)
17 CH, | _1.57(s) 1.59 (s)
16__CH, | 087 (d) 0.99 (d)
19 CH, | 2.25(s) 227 (s)
20 CH, | 1.21(d) 123(d)
OH | 461(s) 4.63 (s)

(s): singulete, (d) doblete, (m) multiplete
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de los '°C de
los compuestos 3 y 4, aislados de L. trutescens.

5 {(ppm)
Carbaro compuesto | compuesta
3 4
CH 26 586 26.558
CH; 27.502 21.472
CH, 19.483 19.427
CH 42 383 42,365
CH 122.551 122.300 |
c 135.093 134.828
CH | 113216 | 113251
C 1562.870 153.009
C 126.148 126.381
C 140.891 140.812
CH 37.884 37.738
CH, 33.435 33328
CH; 26.254 26.164
CH 124.933 124.906
C 131.147 130.953
CH, 25.704 25.593
CH; 17.618 17.490
CHa 18.732 18.635
CHa 21.080 20.858
CH; 21.181 21.127

3 B e e e e e e = e e Bl R Rl e L

La elucidacion completa se hizo mediante el analisis de los espectros de

doble dimension COSY 45, HMBC y HMQC.

Para los compuestos 3 y 4, los espectros UV-Vis fueron idénticos y los
espectros de 'H RMN y *C RMN muy parecidos por Io que se realizd una co-
cromatografia de una mezcla de ambos. En el cromatograma resultante se

observan dos picos con tR de 14634 y 14.911 min que corresponden al
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compuesto 3 y 4, respectivamente. Lo anterior confirma que se trata de dos

compuestos diferentes (Figura 14).

El analisis de todos los espectros UV-Vis, IR, EM, 'H RMN, *C RMN, junto a

los especiros de RMN de doble dimension hizo posible determinar gue los

compuestos 3 y 4 presentan la siguiente estructura planar (Figura 35).

20
OH  CHs

12 14 16

Figura 35. Estructura planar de los compuestos antiTB aislados de L.
frutescens

Esta estructura presenta 3 carbonos quirales: C1, C4 y C11 lo que hace
posible la existencia de 8 esteroisbmeros. Los experimentos de
determinacién del poder rotatorio indicaron gue ambas compuestos giran el
plano de la luz pclarizada a la izquierda. Los compuestos 3 y 4 antiTB
aislados de L. frutescens resultaron ser diasteroisémeros, caracteristica
confirmada por su separacidn cromaltografica al realizar la co-cromatografia

en el HPLC (Figura 14),
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El nombre IUPAC de los compuestos 3 y 4 es 5-[1,5-dimetil4-hexenil]-
5 6.7,8-tetrahidro-3,B-dimetil-1-naftalenol. Estos compuestos pertenecen a
los terpenoides como la mayoria de los ¢cempuestos con actividad antiTB o
antimicobacterianos aislados de plantas (Cantrell CL y cols., 2001). Dentro
de los diterpenos aislados de plantas con aclividad antiTB tenemos a la 12-
demetilcaulina aislada de S. multicauvils con una MIC de 0.46 pg/mL

(Ulubelen A y cols., 1997) y el mulinano aislado de Azorella madreponca clos

con una MIC de 20 ug/mL (Wachter GA y cols., 1998).

Rodriguez AD y C Ramirez en el 2001 aislaron y caracterizaron a partir del
coral Pseudopterogorgia elisabelhae Bayer, 4 diterpencs tipo serrulatanos
con actividad antiTB. Uno de éstos el 7-hidroxierogorgiaeno (Figura 35)
presenta estructura muy semejante a los compuestos aislados de L.
frutescens en esta tesis; |1a diferencia en la estructura planar es la pasicion
del grupo —OH en el anillo aromatice (Figuras 35 y 36). Con respecto a Ia
actividad antiTB el 7-hidroxierogorgiaenc inhibe el crecimiento M.

luberculosis H37Rv en un 77% a 6.25 pg/mL y los compuestos 3 y 4 aislados

de L. frutescens tienen una MIC 12.5 pg/mL sobre esta misma cepa.
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Figura 36. Estructura absoluta del 7-hidroxierogorgiaeno aislade de P.
elisabethae.

Por otro lado, la busqueda de repaortes previos de este compuesto en la base
de datos Science Finder indicd que solo esta reportado el isomero S-[(1S)-
1,5-dimetii-4-hexenil}-5,6,7 B-tetranidro-3, 8-dimetil-{SR 85)-1-naftalenol, con
el numero de registro CAS 433300-41-5; se le conoce también como

elisabethanol (Figura 37).

HyC

w

s
H

Figura 37. Estructura absoluta del elisabethanol.
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Con respecto a la actividad antiTB teremos que si bien los valores de MICs
obtenidos para los compuestos 3 y 4, no son los que poseen oS
medicamentos antTB de primera linea sobre la cepa sensible de M.
tuberculosis, resulta muy interesante resaltar que en términos de MIC
(ng/mL), los compuestos 3 y 4 son 8 y 16 veces mas potentes que
estreptomicina y rifampicina para la cepa MDR de M. tuberculosis, como se

puede ver en la Tabla 16

En bose a los resultados de actividad antiTB obtenidos se decidid
caracterizar si la actividad inhibiteria de estos compuestos era
micobactericida o miccbacteriostatica, para lo cual se implementd el
bicensayo antes descrito basado en [a resiembra de |os cultivos expuestos al
“compuesto prueba’ en medio de cultivo liquido libre de eéste que
corresponde a una dilucion 1:40 y realizar un MABA posterior a la
incubacion. El desarrollo de este bioensayo nos permitié delermnar gue
ambos principios activos aislados del L frutescens son micobactericidas. Es
interesante remarcar que los medicamentos antiTB de primera linea
estreptomicina, isoniazida y rifampicina, tambien scn bactericidas. Esta
caracteristica hace a los compuestos reportados en esta tesis més valiosos

como posible agentes antiTB.
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El bioensayo realizado para caracterizar la actividad antiTB como
micobactericida, posee la ventaja de ser mas rapidc en comparacién a los
que realizan resiembras en medios de cultivo sélidos. Al sexto dia posterior a
la resiembra el crecimiento bacterianc fue adecuado en los controles de
crecimiento revisades al microscopio, para lograr el viraje del indicador redox.
La gran diferencia con los métodos clasicos de resfembras en medios sélidos
como Lowenstein-Jensen ¢ Middlebrook 7 H11, radica en que el crecimiento
bacteriano en forma de UFC es evidente hasta después de tres semanas de

incubacion.

Hemos encontrade que exisien solo dos reportes en la literatura sobre |a
caracterizacién de la actividad de productos naturales como micobaciericida
¢ micobacteriostatica. El primero publicado por Rastogi N y cols., en 1988,
guienes primeramente evaluarcn la actividad contra M. tuberculosis, M.
avium y M. kansasi de compuestos aislades de la Flora Caribefia de
Guadalupe por el sistema Bactec 460 y paralelamente determinaron si la
actividad de los compuestos era bactericida, por resiembra de las
suspensiones bacterianas de los viales de medio Bactec 12B en Medio
Middlebrook 7H11 antes y después de los experimentos de evaluacion
antimicobacteriana. Las UFC fueron contadas después de 21 dias de
incubacién de las placas de agar. El segundo fue un reporte publicado por
Friss-Moller y cols. en el 2002, quienes evaluaron Ila actividad

anitimicobacteriana mediante el sistema Bactec 460 de |la licochalcona A,

128



aislada de raiz de Glycymhiza infiafa sobre varias cepas de M. tuberculosis,
M. avium, M. bavis y M. intracellulare. La evaluacién de la actividad
bactericida de licochalcona A se realizé mediante resiembras de las
suspensiones bacterianas al dia cero y al final del experimento en medio de
cultivo Lowenstein-Jensen, los cuales se incubaron por tres semanas y

posteriormente se realizd la cuenta de las UFC.

Fara tener una idea preliminar del grade de toxicidad de los compuestos
aislados, se evaluaron mediante el bicensayo de [etalidad sobre larvas de A.
salina. Las CLsy de los compuesto 3 y 4 aislados en este trabajo a partir de
raiz de L. frutescens en el bicensayo de A. salina fueron 9.87 y 8.72 ug/mL,
respectivamente. Los extractas evaluados por Logarto-Parra A y cols. en el
2001 que mostraron ClLsp semejantes para la larva de camardn fueron los
hidroalcoholicos de Cymbopogon citratus (9.83 ug/mL), Ocimum basilicum
(9.92 pg/mL) y Senna alata (7.74 pg/mL); para estos mismos extractos las
DLsy para raton fueron 460.00, 956.50 y 1459.32 mg/kg, respectivamente;
por esto se hace evidente que no existe una buena correlacién entre la Clsp
determinada sobre A. salina y la DLsp en ratones especialmente para estos
tres extractos. El coeficiente de correlacion encontrado entre Clsg y DLsg de
los 20 extractos de las plantas cubanas evaluados fue de tan solo 0.85
(p<0.08) (prueba de Spearman’s). Asi nuestros resultados de toxicidad de

los compuestos antiTB obtenidos mediante el bioensayo de letalidad en

129



larvas de A. salina no son determinantes. Es necesarno evaluar |a toxicidad
de los compuestos 3 y 4 mediante el uso tanto de ensayos in vitro: lineas

celulares animales y humanas como ensayos in vivo. ratones y ratas.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Tres de las 20 plantas evaluadas fueron activas sobre |as cepas sensibles y

MDR de M. tuberculosis: L. frufescens, C. mexicana y S. molle.

Se comprobd el usc de las tres especies vegetales en la Medicina

Tradicional y especificamente de L. frutescens y S. molie para tratar TB.

Los extractos metandlicos de raiz de L. frutescens y etéreos de raiz de C.

mexicana fueron los mas activos (MICs de 62,50 pg/mL para ambas cepas).

Mediante el fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico de corteza de
raiz de L. frutescens se obtuvieron los compuestos 3 y 4 que son By 16

veces mas potentes que estreptomicina y rifampicina para la cepa MDR de

M. tuberculosis.
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Los 5-[1,5-dimetil-4-hexenil]-5,6,7 8-tetrahidro-3,8-dimetil-1-naftalencles son

micobactericidas para ambas cepas.

132



1.

PERSPECTIVAS

Dado que se han aislado 2 compuestos bactenicidas para las cepas de
M. tuberculosis sensibles y resistentes a l0s & antiTB de primera linea,
los cuales son incluso hasta 16 veces més potentes que
estreptomicina y rifampicina, entonces seria deseable realizar los

estudios preclinicos para definir su eficacia y seguridad,

Es necesario establecer la esterecquimica absoluta de cada uno de
tos compuestos, con el fin de conocer la similitud y diferencias can el
compuesto ya registrado, lo cual nos daria ademas la posibilidad de

explorar el interés de la Industria Farmacéutica.

Durante el fraccionamiento biodirigido se obtuvieron varias fracciones
cromatograficas activas que podrian contener compuestos distintos
estructuralmente, los cuales valdria la pena aislar, caracterizar

quimicamente y realizar su evaluacién antiTB.
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4. Por cotro lado, el extracto etereo de raiz de C. mexicana mostro ser tan
activo como el obtenido de raiz de L. frutescens, lo que justifica su

estudio sistematico ccmo una posible fuente de compuestos antiTB.
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