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Historia de la medicina

2000 A.C. Come un trozo de esta raiz.

Afio 1000  Comer esas raices es una costumbre pagana. Repite esta plegaria.

1850 Esa plegaria es una nueva supersticion. Bebe esta pocion.

1920 Esa pocidn estd preparada con aceite de serpiente. Toma esta pastilla.
1945 Esa pastilla es ineficaz. Toma penicilina.

1955 [Oh! ... los microorganismos han mutado. Toma tetracilina.

1960-1999 Otras 39 joh!...Toma este antibiético mas potente.

2000 iLos microorganismos nos han vencido! Como un trozo de esta raiz.

Anénimo
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RESUMEN

M.C. Luis Alejandro Pérez Lépez Fecha de graduacién: Abril, 2005

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Faculta de Medicina

Titulo de estudio: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS DE

PLANTAS DEL NORESTE DE MEXICO CON ACTIVIDAD
CONTRA CEPAS DE Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus

aureus y Haemophilus influenzae

Nimero de péginas: 150 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias

con especialidad en Quimica Biomédica

Area de estudio: Qufmica Analitica

Propésito y Método del Estudio: Las enfermedades respiratorias entre ellas Ja neumonfa, representan una

importante causa de muerte en todo el mundo, sebre todo en los paises en desarrollo y afectan
principalmente a la poblacién infantil, Los principales microorganismos causantes de infecciones
respiratorias son: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mjycobacterium
tuberculosis, Moraxella catarrhalis, Klebsiella pruemoniae, Staphylococcus aureus y
Pseudonomas aeruginosa entre otros. De los factores que influyen para que se presenten altos
indices de mortalidad por infecciones del aparato respiratorio, reviste especial importancia la
aparicién cada vez mds frecuente de cepas patogenas resistentes a los antimicrobianos de primera
eleccién. Entre los esfuerzos para combatir esta problematica se encuentra el desarrollo de nuevos
antimicrobianos a partir de principios activos de plantas usadas en la medicina popular. En este
investigacion se probd la actividad antibacteriana de 68 extractos (la mayoria metanélicos) de 20
plantas colectadas en el noreste de México (Nuevo Ledn y Coahuila), contra Staphylococcus aurues
y Haemophilus influenzae (una cepa resistente y una sensible a antimicrobianos B-lactimicos de
cada microorganismo) y contra dos cepas resistentes de Streptococcus pneumoniae. El bioensayo se
realizé por el método de microdilucidn en caldo.

Contribuciones y Conclusiones: Los extractos de las plantas Cordia boissieri, Schinnus molle,

Ceanothus coeruleus, Chrysactinia mexicana y Cyperus alternifolius resultaron con actividad
notable contra algunos de los microorganismos. El fraccionamiento biodirigido Cordia boissieri
monitoreada por la técnica de bioautografia permitié aislar un compuesto puro y dos fracciones
activas contra las cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae,

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Importancia de Enfermedades Infecciosas

A lo largo de la historia, la humanidad ha sido victima de pandemias de célera,
peste, gripe, fiebre tifoidea, tuberculosis y otras enfermedades infecciosas, tan
generalizadas que la mayoria de las personas rara vez llegaban a la edad madura. Otras
dolencias aparentemente sin importancia, como infecciones de oido, piel o garganta a
menudo daban lugar a sordera, deformaciones y/o muerte por septicemia y otras
complicaciones. Actualmente en los pafses més pobres las enfermedades infecciosas,
tanto las mas graves como las que parecen menores, siguen contribuyendo a la muerte

prematura y a la miseria de las poblaciones menos privilegiadas (Brundtland, 2000).

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades infecciosas

son la principal causa de muerte en todo el mundo. En el afio 2002 cerca de 14.9



millones de personas, principalmente nifios, murieron por esta causa (WHO Report,

2004).

Durante las dos pasadas décadas se han realizado importantes progresos en el
control de algunas enfermedades infecciosas y parasitarias, como: tuberculosis, diarrea,
VIH/SIDA y malaria; sin embargo, dentro del grupo de enfermedades infecciosas, las
enfermedades respiratorias ain representan una importante causa de muerte. En el afio
2002 la Organizacién Mundial de la Salud report6é 3 963 000 muertes por esta causa en
todo el mundo (WHO Report 2004; Rojas y cols., 2001; Brundtland 2000). En el mismo
aiio en México la Secretaria de Salud reporté 13,662 muertes por infecciones

respiratorias agudas (SINAIS, 2002).

Las enfermedades del tracto respiratorio inferior tienen diversas manifestaciones,
las cuales. son causadas por microorganismos como: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis. Moraxella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, algunos hongos y virus como los

virus de la gripe A o B, virus de la parainfluenza (tipos 1 al 4) entre otros.

Aunque el tracto respiratorio es una estructura continua desde la nariz a los
alvéolos, resulta conveniente distinguir entre infecciones de las porciones superior €
inferior, aun teniendo en cuenta que €l mismo microorganismo puede causar infeccién

en cualquier zona. El tracto respiratorio inferior sufre procesos infecciosos que tienden a



ser mas graves y la eleccion de la terapia antimicrobiana apropiada tiene importancia y

puede salvar la vida del paciente (Cedric, 1995).

1.2 Descripcién de los Principales Microorganismos
Causantes de Enfermedades Respiratorias

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae o neumococo como se le llama habitualmente, continda
siendo una causa fundamental de morbilidad y mortalidad en personas de todas las
edades, es la causa mds comin de neumonia adquirida en comunidad y una importante
causa de otitis media, meningitis y septicemia; aislado inicialmente de saliva humana en
estudios independientes por Sternberg y Pasteur en 1881, es un coco grampositivo
encapsulado de forma oval o esférica y de 0.5 a 1.25 um de diametro, y en extendidos
directos de esputo y liquidos corporales puede estar solo, en pares u en cadenas cortas.
La penicilina es el farmaco de eleccidn para tratar todos los tipos de infeccién
neumocdcica, la penicilina G administrada por via intramuscular es ¢l agente de eleccion
para ¢l tratamiento de la neumonia neumocécica no complicada, la penicilina oral
también puede ser utilizada de manera efectiva en pacientes ambulatorios con sintomas
leves. En el caso de pacientes en shock o con neumonia y -meningitis, endocarditis o
artritis la penicilina cristalina debe ser administrada por via intravenosa; a los pacientes
alérgicos a penicilina se les puede dar alguna cefalosporina o eritromicina para la

neumonia y cloramfenicol para la meningitis (Joklik y cols. 1998)



Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae fue aislado por primera vez por Pfeiffer durante la
pandemia de influenza de 1892. Es un bacilo gramnegativo pequefio y pleomérfico. En
el liquido cefalorraquideo, el liquido articular o los cultivos primarios de estos
materiales en un medio enriquecido, los microorganismos predominantes son
cocobacilos uniformes de 0.2 a 0.3 por 0.5 a 0.8 pm, que pueden presentar una cépsula
refrictil. Los microorganismos del serotipo b son responsables de casi todas la
infecciones agudas causadas por Haemophilus influenzae. Esta bacteria es la causa de
enfermedades invasivas tales como la piartrosis, la celulitis, la neumonfa y la epiglotitis
aguda. En los lactantes y en los nifios pequefios produce meningitis aguda. En los
adultos se asocia sobre todo con enfermedad pulmonar crénica. La ampicilina o la
amoxicilina que son activos contra el Streptococcus pneumoniae y contra la mayor parte
de las cepas de Haemophilus influenzae, son los farmacos de eleccién para el
tratamiento inicial de la otitis media en los nifios. Existen otras las alternativas como son
la combinacién de trimetroprim-sulfametoxazol, la penicilina o la eritromicina
combinada con una sulfonamida o el cefaclor. Las cefalosporinas también se usan a
menudo. Para la sinusitis aguda el antibidtico inicial adecuado es la ampicilina (Joklik y

cols., 1998)

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus es un coco grampositivo inmévil de 0.8 a 1 pm de didmetro,
que se divide en tres planos para formar grupos irregulares de células semejantes a

racimos de uvas. En extensiones de pus los cocos aparecen solos, en pares, en racimos o



en cadenas cortas. Algunas cepas producen una capa de material viscoso que incrementa
la virulencia del microorganismo. Para el tratamiento de estas infecciones, a menos que
el paciente sea alérgico, se recomiendan andlogos bactericidas de la penicilina. La
eleccion inicial debe limitarse a los farmacos penicilinasa-resistentes, puesto que la
mayor parte de las cepas aisladas tanto en las infecciones hospitalarias como en las
adquiridas en la comunidad son resistentes a penicilina G, la penicilina V o ampicilina.
Si la prueba se sensibilidad demuestra que el estafilococo aislado es sensible a la
penicilina, ésa es la droga de eleccion. En caso de enfermedad estafilocécica grave se
recomienda la administacion parenteral de nafcilina o de oxacilina. La vancomicina o las
cefalosporinas son sustitutos parenterales adecuados en el paciente alérgico. El
tratamiento recomendado para las infecciones causadas por cepas resistentes a la
meticilina consiste en vancomicina sola o asociada con rifampicina. La rifampicina sélo
se debe usar en combinacién con otro antimicrobiano para prevenir la aparicién de

resistencia (Joklik y cols., 1998).

1.3 Historia del Desarrollo de Agentes Antimicrobianos

Entre las primeras contribuciones para el desarrollo de antimicrobianos, figura ia
utilizacién por Ehrlich del arsénico (Salvarsan) para el tratamiento de la sifilis. En 1928,
el cientifico britanico Alexander Fleming descubri6 la penicilina, la cual demostré ser
eficaz para combatir infecciones anteriormente consideradas mortales. Posteriormente

surgid toda una familia de antibidticos derivados de la penicilina. En 1927 el cientifico



aleman Gerhard Domagk descubrié que el Prontosil, una sulfamida, funcionaba contra
estreptococos hemoliticos. Con el tiempo el Prontosil se utilizd para tratar la fiebre
puerperal. En 1938, un equipo britdnico encabezado por A.J. Evans desarrollé otra
sulfamida, la sulfadiazina 693, después llamada sulfanilamida, que también resulté
eficaz para combatir estreptococos, entre ellos neumococos. En 1940 Seiman Waksman
aisl6 un hongo que con el tiempo dio lugar al desarrollo del medicamento
antituberculoso estreptomicina; posteriormente s¢ desarrollé la Isoniazida. En 1957 un
grupo de investigacién coordinado por Piero Sensi descubrié el medicamento
antituberculoso Rifampicina, Entre los descubrimientos posteriores figuran las
tetraciclinas, quinolonas, antimicéticos, antiparasitarios y mas recientemente antivirales.
Estos medicamentos, llamados colectivamente “antimicrobianos™ han salvado millones
de vidas, han reducido la morbilidad y han permitido el desarrollo de complejos
procedimientos quinirgicos que antes se consideraban demasiado peligrosos debido a las
infecciones post-operatorias. Al mismo tiempo, los antimicrobianos han prevenido
discapacidades tales como sordera, ceguera y deformaciones causadas por enfermedades

como la lepra y la elefantiasis (Brundtland, 2000).

Después de Ia gran abundancia de descubrimientos efectuados entre 1930 y 1970, en
los 30 dltimos afios hubo menos hallazgos en la lucha contra la infecciones mortiferas.
En e] decenio de 1970 se obtuvo el Aciclovir, potente firmaco contra el herpes zdster, el
herpes simple y el herpes genital. Con el advenimiento del VIH, el descubrimiento y el
desarrollo de los antirretroviricos han dado otro gran impulso a la lucha contra las

enfermedades transmisibles (Brundtiand, 2000).



Actualmente, el arsenal de armas antimicrobianas contra las enfermedades
infecciosas es de mas de 150 compuestos, pero sus costos son enormes. Las empresas
farmacéuticas gastan habitualmente unos USD § 500 millones en investigacién y
desarrollo por cada compuesto nuevo que sale al mercado. Por otro lado, Ia
farmacorresistencia es un problema que ha disminuido la eficacia de medicamentos que

se tardo afios en desarrollar (Brundtland, 2000).

1.4 Resistencia de Patogenos, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenazae'y Staphylococcus aureus

Una de las razones para explicar la alta mortalidad debida a infecciones respiratorias
es la resistencia de los microorganismos a los antibidticos usados. Los patdgenos
adquieren resistencia a los antimicrobianos por un proceso de seleccién natural. Estos
organismos pueden transmitir la resistencia a sus descendientes por la transferencia de
sus genes de resistencia o a otras bacterias mediante conjugacién. Este fenémeno natural
es exacerbado por el abuso y el mal empleo de los antimicrobianos en el tratamiento de
las enfermedades humanas, en la ganaderia, la acuicultura y la agricultura. Las
enfermedades y por lo tanto la resistencia, también prosperan en situaciones de disturbio
civil, pobreza, migracién masiva y degradacién del medio ambiente, en los cuales un
gran mimero de personas quedan expuestas a enfermedades infecciosas con escasa

atencidn sanitaria basica (Brundtland, 2000).



La resistencia a miltiples agentes antimicrobianos generada a través de los afios es
realmente alarmante en el mundo; hoy muchas especies de bacterias que una vez
parecieron estar bajo control o se creyd que eran potencialmente controlables, entre ellas
cepas relativamente comunes de Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas,
Mycobacterium y Streptococcus, causan actualmente infecciones que son dificiles de
tratar (Lester. A,1999). En las muestras de laboratorio hasta el 70% de las infecciones
del tracto respiratorio suelen ser resistentes cuando menos a uno de los antimicrobianos

de primera linea (Brundtland, 2000)

Ninguna poblacion es mas vulnerable a la infeccibn por organismos
polifarmacorresistentes que la de las personas hospitalizadas. A menudo los trabajadores
de la salud pasan por alto las practicas bésicas de higiene (como el lavado de manos y/o
el cambio de guantes) antes y después de las visitas de los pacientes. El equipo mal
lavado es otro gran factor determinante de la propagacion de enfermedades infecciosas. -
En el mundo industrializado hasta 60 % de las infecciones nosocomiales estin
ocasionadas por microbios resistentes a los medicamentos. Estas infecciones, las mas
recientes de las cuales son causadas por Enterococcus resistentes a la vancomicina y
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, no s¢ limitan actualmente a las salas de
los hospitales sino que se han infiltrado en la comunidad en general. Pseudomonas y
Klebsiella son algunas de las bacterias que manifiestan altos niveles de resistencia,
particularmente en los paises en desarrollo. Con la aparicién de la resistencia, los
tratamientos mas nuevos estdn resultando demasiado costosos para la gran mayorfa de la

poblacién de los paises pobres (Brundtland, 2000).



Més que cualquier otra enfermedad infecciosa, la neumonia sigue siendo el
homicida nimero uno en todo el mundo, principalmente de nifios. La mayoria de las
infecciones respiratoria agudas se presentan en paises en desarrollo donde la pobreza y
una atencién medica insuficiente contribuyen a una mortalidad elevada. Estudios
realizados en paises de América Latina indican que los cuadros de -neumonia més
graves se asocian a causas bacterianas, con predominio de Streptococcus pneumoniae,
seguido por Haemophilus influenzae tipo b. Algunos serotipos presentan resistencia a
penicilina, a trimetroprim-sulfametoxazol o multidrogoresistencia (Brundtland, 2000;

Hortal y cols., 1999).

Un estudio de susceptibilidad de 276 aislados de Streptococcus pneumoniae, 301 de
Haemophilus influenzae y 110 de Moraxella catarrhalis fue llevado acabo de
Noviembre de 1998 a mayo de 1999 en Taiwén. Para Streptococcus pneumoniae fueron
encontrados altos niveles de resistencia a penicilina, cefalosporinas de amplio espectro,
azitromicina, claritromicina y trimetroprim-sulfametoxazol. Para los aislados de
Haemophilus influenzae se encontraron altos niveles de resistencia para amoxicilina y

trimetroprim sulfametoxazol (Po-Ren y cols., 2000)

En Estados Unidos se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad por microdilucidn
en caldo de 1476 cepas de Sfreptococcus pneumoniae y 1676 cepas de Haemophilus
influenzaea resistente a B-lactdmicos, macrélido-azolidos y fluoroquinolonas. Entre las
cepas de Haemophilus influenzae 41.6 % fueron B-lactamasa positivos, 22 % fueron

susceptibles a cefuroxime, 2 % fueron susceptibles a cefaclor. Entre los aislados de
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Streptococcus pneumoniae 49.6 Y%fueron susceptibles a penicilina, 17.9 mostraron una

susceptibilidad intermedia y 32.5 % fueron resistentes (Jacobs y cols., 1999).

En un programa especifico para medir la actividad in vitro de numerosos
antimicrobianos contra Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Moraxella
catarrhalis aislados de muestras del tracto respiratorio y de sangre en Estados Unidos
de América, Canada, Europa, Latinoamérica y la region de Asia-pacifico, se¢ encontr6
que la resistencia a penicilina es comiin en Jas cinco regiones geogréficas y que existe un
incremento en la resistencia a macrélidos entre los aislados de Streprococcus
penumoniae. También se observaron elevados niveles de resistencia a clindamicina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloramfenicol y tetraciclina. Ademas Haemophilus
influenzaea exhibi resistencia a amoxicilina mediada por -lactamasa y a trimetroprim-

sulfametoxazol (Hobaban y cols., 2001).

1.5 Estrategias Contra Infecciones

Las mejoras en las estrategias terapéuticas, los programas de inmunizacién, las
mejoras de la higiene y la nutricién, la prohibicion del uso de antimicrobianos como
promotores de crecimiento animal, la intensificacién de la lucha antibacteriana
orientadas a poblaciones de escasos recursos han dado un gran impulso a la reduccién
de la propagacién de enfermedades infecciosas farmacorresistentes. La estrategia

mundial de [a OMS para la contencién de la resistencia a los antimicrobianos, ofrece
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una serie de recomendaciones con miras a capacitar a Jos paises para definir y aplicar
politicas nacionales destinadas a mantener la eficacia de los antimicrobianos

(Brundtland, 2000).

Otras alternativas en la lucha contra la resistencia son el desarrollo de nuevos
compuestos antimicrobianos, de nuevas vacunas y nuevos medios diagnésticos. Una de
las lineas de investigacién a nivel mundial se basa en obtener principios activos de
plantas contra microorganismos 0 bien la obtencion de compuestos que con simples

cambios estructurales puedan servir como antimicrobianos eficaces (Brundtland, 20060).

1.6 Uso de Medicina Tradicional

La medicina tradicional es un término amplio utilizado para referirse a diferentes
sistemas de tratamiento de enfermedades como por ejemplo las diversas formas de
medicina indigena, la medicina tradicional china, el ayurveda hindi y la medicina unani
arabe. La medicina tradicional incluye terapias con medicacidn, si implican el uso de
medicinas obtenidas de hierbas, partes de animales y/o minerales, y terapias sin
medicacién, como en el caso de la acupuntura, las terapias manuales y las terapias
espirituales. En paises donde el sistema sanitario dominante se basa en la medicina
alopatica, o donde la medicina tradicional no se ha incorporado en el sistema sanitario
nacional, ésta se clasifica a menudo como medicina “complementaria”, “alternativa” o

“no convencional”. El uso de la medicina tradicional sigue estando muy extendidoe en los
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paises en vias de desarrollo, mientras que el uso de la medicina complementaria y
alternativa estd aumentando rapidamente en los paises desarrollados (Estrategia de la

OMS sobre medicinal tradicional 2002 — 2005).

En Africa hasta un 80% de la poblacién utiliza la medicina tradicional para
satisfacer sus necesidades de salud. En Asia y en Latinoamérica, las poblaciones la
siguen utilizando como resultado de circunstancias historicas y creencias culturales. En
China, la medicina tradicional ocupa alrededor de un 40% de las atenciones de salud.
Mientras tanto, en muchos paises desarrollados, la medicina complementaria y
alternativa se est4 haciendo cada vez mas popular. El porcentaje de poblacién que la ha
utilizado al menos una vez es de un 48% en Australia, un 70% en Canada, un 42% en
EE UU, un 38% en Bélgica y un 75% en Francia (Estrategia de la OMS sobre medicinal

tradicional 2002 — 2005).

En muchos lugares del mundo, los responsables de las politicas, los profesionales
sanitarios y el publico se debate con preguntas sobre la seguridad, la eficacia, la calidad,
la disponibilidad, la preservacion y el desarrollo de este tipo de atencién de salud. La
valoracién de los productos de medicina tradicional y medicina complementaria
alternativa, tales como las medicinas a base de hierbas, es especialmente dificil

(Estrategia de la OMS sobre medicinal tradicional 2002 - 2005)
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1.6.1 Uso de Plantas Medicinales

Desde los inicios de la civilizacioén, el hombre ha utilizado materiales encontrados
en el medio ambiente con una base empirica para curar varias enfermedades. Las
plantas, partes de animales y microorganismos fueron inicialmente empleados sin
modificar (Tyler, 1999; Agosta, 1997); de algunas plantas usadas en la medicina popular
ha sido posible aislar moléculas bioldgicamente activas tales como Quinina, Reserpina y
Salicina. Muchos remedios usados por la poblacién también han sido incluidos en la

medicina oficial después de demostrarse su eficacia cientificamente (Lentini, 2000).

El hombre ha encontrado propiedades medicinales en semillas, corteza y raices de
ciertas plantas a través de ensayo y emor. Los productos naturales, como extractos
crudos de plantas, han sido usados por miles de afios y muchas de estas formulaciones
han sido registradas en literatura antigua. Hay cerca de 4000 afios de historia registrada
de medicina botinica de China, de Oriente medio, Sudamérica, Europa y México. Los
primeros registros disponibles datan de casi 2600 afios A.C.; éstos fueron encontrados en
Mesopotamia (lo que ahora es Iraq, Iran y parte de Siria), en escritura cuneiforme que
contiene aproximadamente 1000 diferentes formulaciones derivadas de plantas. Estas
formulaciones incluyen aceite de cedro, jugo de amapola, mirra, enebro, mandrigora,

azafran y palo dulce (Madari y cols., 2004).

A principios del siglo XIX, la investigacién de varias plantas medicinales permiti6

descubrir algunos alcaloides biologicamente activos, entre ellos la Morfina, Atropina,
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Papaverina y Codeina. Modificaciones realizadas a productos naturales con el objetivo
de aumentar su actividad o selectividad y reducir efectos colaterales o toxicidad, se
empezaron a hacer conforme se desarroll6 la quimica orgénica a finales del siglo XIX; la
Aspirina fue uno de los primeros productos naturales sujeto a estas modificaciones
(Cordell, 2000). Hasta principios del siglo XX, la principal fuente de medicinas fueron

las preparaciones obtenidas principalmente de plantas (Madari y cols., 2004).

Respecto al uso de plantas medicinales, la OMS estima que 80% de la poblacién en
paises desarrollados usa casi exclusivamente medicina tradicional. Las plantas
constituyen el principal componente de este tipo de medicina, lo cual significa que
alrededor de 3,300 millones de personas las utilizan. Dada la popularidad mundial de las
medicinas a base de hicrbas, es urgente disponer de los medios apropiados y eficaces
para valorarlas (Estrategia de la OMS sobre medicinal tradicional 2002 — 2005; Rojas G
y cols., 2001; Agosta, 1997). Es esencial la precision en la identificacién de las plantas y
el aislamiento de los ingredientes activos. Esto ultimo es complejo, porque las
propiedades de las plantas medicinales estan influenciadas por el momento de colecta y
por la zona de origen de la planta (incluyendo las condiciones del medio ambiente). Al
mismo tiempo, una sola planta medicinal puede contener cientos de constituyentes
naturales. Establecer qué constituyente es responsable de cada efecto puede ser

prohibitivamente caro (Estrategia de la OMS sobre medicinal tradicional 2002 - 2005).

En la busqueda de principios activos, el andlisis etnobotinico aumenta
sustancialmente la probabilidad de encontrar plantas bioactivas en comparacién a un

tamizaje al azar; de hecho, un gran ntimero de firmacos modernos han sido aislados de
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plantas, muchos con base en su uso en medicina étnica. La historia ha demostrado que
los remedios herbales poseen compuestos con importancia medicinal (Madari y cols.,

2004).

Ademds del criterio etnoboténico en la bisqueda de principios activos a partir de
plantas, se puede recurrir a la investigacién fitoquimica o taxonémica ya que ciertas
taxas pueden producir el mismo o muy parecido patrén de metabolitos secundarios. Otra
alternativa es basarse en investigaciones ecoldgicas, donde ciertas plantas predominan
en un area determinada, 0 no se observa crecimiento de insectos sobre ellas, étc.
Finalmente se pueden encontrar principios activos por serendipia, como el ejemplo de la
Vinblastina, un anticancerigeno aislado de una planta con efecto hipoglucemiante,

Catharanthus roseus (Cordell, 2000).

Los compuestos activos aislados de plantas se pueden usar como tal una vez que
sean purificados, o con la ayuda de la quimica combinatorial y quimica médica pueden
ser modificados o pueden usarse como farmacdforos; ademas se puede intentar

obtenerlos por la via de sintesis (Cordell, 2000; Nicolaou y cols., 1998).

En un estudio de fuentes de nuevos fArmacos obtenidos en un periodo de 22 afios
(1981 - 2002) para el tratamiento de diferentes enfermedades en humanos, se encontr6
que 5% de estos firmacos son de origen totalmente natural, 23% son derivados de un
producto natural por modificacién sintética. Ademas un 4% son totalmente sintéticos
pero la porcién activa de la molécula (farmacéforo), fue copiada de un producto natural

y un 20% son totalmente sintéticos pero obtenidos del conocimiento generado a partir
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del estudio de productos naturales. En este mismo estudio se encontré que de 90
férmacos antibacterianos generados en ese tiempo, 10% son de origen completamente
natural, 68% son derivados de un producto natural, y 1 % son de origen sintético con
farmacoforo. Con este estudio se demostré que los productos naturales juegan un papel
importante en el descubrimiento de compuestos lideres para el desarrollo de farmacos
para el tratamiento de enfermedades en humanos (Newman y cols., 2003). Ademss la
importancia de la investigacién. de plantas como fuente de firmacos se ve reflejada en
la gran diversidad estructural que representan los productos naturales, ya que
aproximadamente un 40 % de éstos no estin relacionados o representados por

compuestos obtenidos sintéticamente (Cordell, 2000; Cremin y cols., 2002).

Las productos naturales tienen generalmente menos efectos colaterales que los
farmacos sintéticos, dado que ejercen su efecto a través de miltiples mecanismos
activados por diferentes tipos de constituyentes quimicos. Muchos de los productos
herbales no son patentados y por lo tanto estin mas accesibles para la poblacién de
escasos recursos. Algunas de las fitomedicinas pueden traer efectos benéficos

adicionales (Tyler, 1999).

La venta de medicina herbolaria se ha incrementado considerablemente en los
tltimos 10 afios en los paises industrializados. Este crecimiento de la tendencia a usar la
medicina herbolaria para tratar un amplio nimero de enfermedades (insomnio, ansiedad,
obesidad, asma bronquial, constipacién, sindrome de inmunodeficiencia) ha sido
promovido entre otras cosas, por el desarrollo de complicaciones severas para las cuales

no hay ain un tratamiento adecuado (Capasso y cols., 2000), por la accesibilidad cada



17

vez mayor de este tipo de medicina y porque también mucha gente esta interesada en
tener mas autonomia sobre su cuidado médico (Murphy, 1999). Aunque el progreso de
la quimica farmacéutica y la biologia molecular han suplido nuevos medios para
producir sustancias terapéuticas, el incremento en el consumo de medicina herbolaria ha
originado un considerable aumento en la investigacién etnobotanica, que junto con la
quimiotaxonomia, ayuda a encontrar nuevos principios activos en plantas (Lentini,

2000).

La cultura indigena mexicana posee una rica herencia de curacién con plantas
medicinales. Una encuesta nacional llevada acabo en México en 2242 comunidades
rurales de 1983 a 1985, mostréd que 78% de 148 plantas medicinales mas frecuentemente
usadas por la poblacion son empleadas para prevenir o curar enfermedades
gastrointestinales, respiratorias y de la piel; sin embargo, la investigacion cientifica para

determinar el potencial terapéutico de estas plantas es limitada (Rojas y cols., 2001).

1.7 Actividad Antimicrobiana de Extractos o Compuestos Extraides de Plantas

Existen multiples estudios reportados en la literatura acerca de la actividad
antimicrobiana de compuestos o extractos obtenidos de plantas. Elgorashien y cols.
(2004), analizaron 6 especies de Amarillydaceae de las cuales se obtuvieron 4 extractos
de cloruro de metileno que tuvieron actividad contra Staphylococcus aureus y de un

extracto contra Klebsiela pneumoniae. Por otra parte, Giilcin y cols. en el 2004
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investigaron la actividad del extracto acuoso de Urtica dioica contra 9 especies de
bacterias y una de hongos y encontraron que el extracto fue activo contra
Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae a una concentracién de 250 pg/

disco.

En el 2004, Ram y cols. encontraron 23 plantas activas contra Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa asociadas a enfermedades de la piel. En este estudio

la actividad fue determinada por el método de difusién en disco.

Chandrasekaran y cols. (2004) reportaron en el la actividad antimicrobiana de los
extractos acuoso y metanolico de semillas de Syzygium jambolanum por los métodos de
difusién en disco y dilucién en tubo. La CMI para los extractos acuosos y metanélicos
fueron 125 y 250 pg/mL respectivamente contra S. aureus, y 250 pg/mL contra
Pseudomonas aeruginosa para ambos extractos. La CMI para Klebsiella pneumoniae fue

de 250 y 500 pg/mL para los extractos acuoso y metanélico respectivamente.

Por otro lado, en un estudio realizado con la planta de pirul (Schinus molle) se
encontrd que los aceites voldtiles de las hojas tienen actividad significativa contra
algunas especies de bacterias como Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa,

(Gundiza, 1993).

Los aceites esenciales de Phlomis fruticosa L. inhiben el crecimiento de

Staphylococus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis y
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Micrococcus luteus. El extracto etan6lico de la misma planta mostré actividad

antibacteriana contra Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis (Ristic y cols., 2000) .

Tsao y cols., en el 2001 reportaron la actividad in vitro del aceite de ajo y
monosufuro de dialilo, disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo y tetrasulfuro de dialilo
que estdn presentes naturalmente en este aceite, contra Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae. El trisulfuro de dialilo y tetrasulfuro de dialilo exhibieron las
CMIs mas bajas y mostraron sinergismo o efecto aditivo con ceftazidime, gentamicina,
imipenem y meropenem, lo que sugirt6 que tienen un alto potencial en la prevencion o el

tratamiento de infecciones bacterianas resistentes a antibiéticos.

En un reporte del 2001, Inouye y cols. midieron la actividad de 14 aceites esenciales
y sus mayores constituyentes contra Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus. Entre los 14 aceites
escenciales los de la corteza de canela, el zacate de limén y el aceite de tomillo,

mostraron la mas baja concentracién minina inhibitoria.

De la raiz de Salvia blepharochlaena se obtuvieron dos nuevos diterpenoides:
blefagina y el éster metilico del dcido O-meilpisiférico, junto con 8 diterpenoides
reportados previamente, entre los cuales estAn horminona y 7-acetilhorminona, que
presentaron ' actividad contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus

epidermidis ATCC 12226 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Ulubelen, 2001).
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Habibi y cols. (2000), reportaron el estudio fitoquimico del extracto cloroférmico de
Salvia leriaefolia, y el aislamiento del compuesto 8(17), 12 E, 14-labdatrien-6,19-olido

que mostrd actividad contra Staphylococcus aureus.

1.8 Bioensayos

En las etapas iniciales del proceso para encontrar firmacos, se necesita que éstos
sean evaluados mediante ensayos o paneles de ensayos bioldgicos. Actualmente las
grandes compaiiias farmacéuticas poseen colecciones de compuestos a ser evaluados.
Dichas colecciones son llamadas “bibliotecas” y cada componente recibe el nombre de
entidad quimica. Las entidades quimicas no son solo compuestos puros sintéticos, semi-
sintéticos u obtenidos de fuentes naturales (plantas, animales y microorganismos) ,
también pueden ser extractos o fracciones semipuras. Algunas de las enfermedades que
son blancos terapéuticos a los que se dirige el descubrimiento de nuevos firmacos a
través del panel de ensayos son: cincer, enfermedades del corazén, pulmén, dolor e
inflamacién, enfermedades infecciosas, VIH y diabetes, entre muchas otras (Cordell,

2000; Newman y cols., 2003).

Es crucial para cualquier investigacion de plantas con actividad biologica que haya
disponibles bioensayos adecuados para monitorear el efecto requerido. A fin de probar el
gran nimero de extractos y fracciones de las etapas de fraccionamiento biodirigido, los

sistemas de ensayo deben ser simples, rapidos, reproducibles y baratos. Si los principios
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activos estdn presentes a bajas concentraciones en los extractos crudos, los bioensayos
tienen que ser lo suficientemente sensibles para su deteccién. Al mismo tiempo, el
numero de falsos positivos debe ser reducido al minimo. Cuando se decide cual
bioensayo emplear en la investigacién de constituyentes de plantas, la primera etapa es
elegir organismos blanco adecuados. Estos pueden ser organismos inferiores
(microorganismos, insectos, crusticeos, moluscos), sistemas susbcelulares aislados
(enzamas, receptores, organelos), cultivos de células humanas o de origen animal. La
complejidad del bioensayo se disefia en funcién de las facilidades de recursos y personal

disponible (Hostettmann y cols., 1996).

1.8.1 Descripcién de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana

A pesar de que muchas plantas son reportadas en la literatura etnobotdnica con
posibles propiedades antimicrobianas, los procesos de evaluacion cientifica para probar
su eficacia requieren la aplicacion de nuevos y mds rdpidos procedimientos
experimentales para detectar productos potencialmente efectivos. En la actualidad se han
desarrollado varios métodos de tamizaje para detectar la actividad antimicrobiana
(Navarro y cols., 1998). A continuacion se detalla las caracteristicas de los mds

frecuentemente reportados.
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1.8.1.1 Método de Difusién en Placa

Uno de los métodos frecuentemente empleado para estudiar los aspectos
cuantitativos de la actividad antimicrobiana es “la difusién en agar”. Un medio de
cultivo con agar mantenido a 45°C para evitar su solidificacién se inocula con una
suspension de organismos testigo, se homogeniza y se vacia a cajas de cultivo. Sobre la
superficie de las cajas, una vez solidificado el agar, se colocan discos de papel filtro,
impregnados con cantidades conocidas del agente antimicrobiano. Se incuban y durante
este periodo, el agente difunde hacia la zona que le rodea y establece un gradiente de
concentracién, alcanzindose la CMI a cierta distancia. Conforme pasa el tiempo, el
organismo crece, excepto en la regién donde la concentracion de la sustancia esti por
arriba de la CMI; alli se observa una zona de inhibicién, cuyo tamafio queda
determinado por la capacidad de difusioén del agente antimicrobiano y la sensibilidad del

organismo a dicho antimicrobiano (Brock y cols., 1987).

En este método pueden utilizarse discos de concentracién (inica, tirillas con un
gradiente de concentraciones, volimenes conocidos de antimicrobiano a una
concentracién dada colocados en orificios dentro del agar. El bajo costo y la simplicidad
del bioensayo lo hace util para la determinacién de la actividad antibacteriana de
extractos crudos. Este método clésico requiere que la sustancia a analizar sea soluble en

agua o que pueda difundir en el agar (Brock y cols., 1987; Dimayuga y cols., 1998).

1.8.1.2 Método de Dilucién en Tubo
Para medir la actividad relativa de agentes antimicrobianos, se determina la

concentracion minima que permite la inhibiciébn completa del crecimiento de un
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organismo testigo en tubos con caldo de cultivo en condiciones definidas de crecimiento.
Cada tubo contiene una cantidad de antibiético obtenida por dilucién a partir de una
solucién de concentracién conocida y se incluye también un conirol sin antimicrobiano.
Los tubos se inoculan con una suspensién calibrada del microorganismo en estudio y se
incuban un tiempo determinado. Después de este periodo, los tubos se examinan
visualmente para comprobar la presencia de turbidez que indica que el microorganismo
no ha sido inhibido por el antibiético contenido en los tubos. La CMI seré la
concentracién del tubo con la maxima dilucién que inhibe el crecimiento del organismo.
La microtécnica de dilucién tiene el mismo principio que el métode de dilucién en caldo
ya descrito, excepto que la prueba se realiza en microplaca (Brock y cols., 1987.

Koneman y cols., 1991).

1.8.1.3 Métodos de Aseguramiento de Proliferacién o Viabilidad Celular

1.8.1.3.1 Uso de Sales de Tetrazolio. El medio ambiente interno de las células en
proliferacién es mas reducido que las células que no estan en proliferacién. Este estado
reducido puede ser medido usando aceptores de electrones como las sales de tetrazolio.
Las mas frecuentemente usadas son MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), XTT (Sal de sodio del 4cido bencen sulfénico 3°-[1-fenilamino)-
carbonil]-3,4-tetrazolio]-bis(4-metoxi-6 nitro). El XTT se puede usar con células
adheridas a alguna superficie y requiere la presencia de metosulfato de fenacina para una
eficiente reduccién. La reduccién de sales de tetrazolio, como indicador de crecimiento
celular ha sido usada en modelos para tamizaje de agentes citotéxicos (Biosource

International).
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Las sales de tetrazolio también se han empleado en diversos estudios de actividad
antimicrobiana. Lechner y cols. (2004) reportaron el uso de MTT para facilitar la lectura
en un ensayo para determinar la CMI de un compuesto obtenido de la planta china
Angelica dahurica, contra cepas de Staphylococcus aureus meticilin-resistentes y
multidrogo-resistentes. Ankli. y cols. (2002), también reportaron el uso de MTT para
revelar el crecimiento microbiano en un ensayo de difusion en placa donde midieron la
actividad antimicrobiana de extractos de plantas contra microorganismos que causan
problemas gastrointestinales. Hawser y cols. (2001), estudiaron el uso de la sal de
tetrazolio XTT, en una prueba de susceptibilidad de Aspergilus fumigatus ante el
compuesto mulundocandina y lo compararon con el método descrito por el manual
NCCLS (documento M100-S12, 2002). El compuesto probado mostré menor actividad
por ¢l método del NCCLS que en' el.ensayo usando la sal de tetrazolio. El uso de MTT
es reportado en miiltiples estudios de deteccién de actividad antimicrobiana de extractos
o compuestos puros aislados de plantas, mediante la técnica de bicautografia. Elof
(1998), reporté el uso de violeta de p-iyodonitrotetrazolio como revelador en la técnica
de bioautografia, en un estudio realizado para revisar el mejor solvente de extraccién de
2 plantas con actividad antibacteriana. Navarro y cols. (1998), estudiaron la actividad de
productos obtenidos de extractos de Boccomia arborea, utilizando la técnica de
bicautografia y cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio. Springfield y cols. (2003),
demostraron actividad de extractos de Carpobrotus muirii y Carpobrotus quadrifidus
contra Staphylococcus aureus y Mycobacterium smegmatis con un método de
bioautografia donde utilizaron violeta de p-yodonitrotetrazolio como revelador del

crecimiento microbiano.
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1.8.1.3.2 Uso de Alamar Azul en Métodos de Dilucién en Caldo, El alamar azul
mide, en forma semejante a las sales de tetrazolio, la reduccién del medio ambiente de
las células en proliferacién. El alamar azul es soluble y estable en medio de cultivo y no
es toxico. Como ocurre con las células de mamiferos, el ambiente interno de las
bacterias es mas reducido conforme las células proliferan y esto puede ser monitoreado
por espectrofotometria o fluorimetria. La reduccién de alamar azul por céluias
bacterianas puede ser monitoreado en solucién o en discos de papel en ensayos de
susceptibilidad a agentes antimicrobianos. Para usar alamar azul en estos ensayos se
requiere un medio no reductor como caldo soya tripticasa o caldo Mueller Hinton. En un
procedimiento para bacterias capaces de crecer en Caldo Mueller Hinton, si no hay
crecimiento el medio permanece azul después de agregar Alamar azul. El crecimiento
hace virar el color del indicador de azul a rosa, de manera que cualquier cambio de color
azul a rosa es interpretado como positivo. La CMI es la concentracion de
antimicrobiano del primer pozo que permanece azul (Biosource International). Salvat y
cols. (2001), reportaron el uso del alamar azul en un ensayo de microdilucién en placa
para medir la inhibicion del crecimiento microbiano de extractos metanélicos de 25
especies de plantas. Las bacterias probadas fueron Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae Y Pseudomonas aeruginosa. Franzblau y cols. reportaron el uso de alamar
azul en un método de microdilucién y lo compararon con el sistema BACTEC-460 para
determinar susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis a varios farmacos
antimicobacterianos y demostraron una alta concordancia de los resultados obtenidos

con ambos métodos (Franzblau y cols., 1998).
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1.8.1.4 Bioautografia

Uno de los métodos més rapidos para deteccidén de nuevos agentes antimicrobianos
es la bioautografia. El primero en utilizar este método en cromatogramas desarrollados
en capa delgada fue Fisher en 1961. Este método es rdpido y barato, se apoya en los
métodos de difusién y cromatografia y permite la localizacién de actividad
antimicrobiana del extracto de la planta directamente en una placa de cromatografia
(Navarro y cols., 1998. Verasteglii, 2000). La bioautografia puede ser considerada el
ensayo mds eficiente para la deteccion de compuestos antimicrobianos, porque permite
la localizacién de la actividad aun en una matriz compleja. El ensayo de bioautografia
puede ser dividido en tres grupos: A) Bioautografia directa, donde los microorganismos
crecen directamente en la placa de cromatografia en capa fina después de agregar el
medio de cultivo, B) Bioautografia de contacto, donde los compuestos antimicrobianos
son transferidos de la placa de cromatografia en capa fina a una placa de agar inoculada
a través de contacto directo y C) Bioautografia de agar sobrepuesto, donde un agar
inoculado con el microorganismo es aplicado sobre la placa de cromatografia en capa
delgada (Rahalison y cols., 1991). Para desarrollar la bioautografia se realizan dos placas
idénticas de cromatografia en capa fina de los extractos a analizar. Una de la placas se
somete a bioautografia, se le agrega una capa de agar inoculado con el microorganismo
contra el cual se quiere probar la actividad de los extractos, se incuba a la temperatura y
el tiempo necesarios para cada microorganismo, el crecimiento microbiano se revela con
alguna sal de tetrazolio y se revisa la inhibicién del crecimiento. La otra placa se revela
con un compuesto o agente adecuado y se comparan los Rf de los productos separados
con la zona de inhibicion del crecimiento de la primera. Esta técnica ha sido empleada

en estudios para detectar actividad tanto de antibidticos como de extractos o fracciones



27

obtenidas de productos naturales. Se utilizé en un estudio para probar la actividad de
algunos compuestos contra Candida albicans y Bacillus subtilis (Rahalison y cols.
1991). También ha sido empleada para probar actividad de extractos cloroférmicos de
corteza de cuatro especies de Buddleja (B. asiatica Lour, B. cordata HB.K, B, davidii
Franch, B. skutchii Morton), contra el hongo Fusarium fimicola (Houghton y cols.,
2003). En otro estudio se utilizo esta técnica para evaluar la actividad antibacteriana de 4
alcaloides conmtra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella setubal y Escherichia coli (Morel y cols.,
2002). Por otra parte se ha reportado la actividad antifingica de diferentes extractos de
corteza de Bridelia retusa contra Cladosporium cladosporioides, en un ensayo realizado
por bioautografia (Jayasinghe y cols., 2003). Esta técnica también ha sido probada para
analizar extractos de Carpobrotus quadrifidus y Carpobrutus muirii que son empleadas
en la medicina tradicional para combatir infecciones en boca y garganta y se encontrd
actividad contra Staphylococcus aureus y Mycobacterium smegmatis (Springfield y

cols., 2003).
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1.9 Justificacién

La aparicién creciente de cepas de organismos causantes de infecciones en el tracto
respiratorio que son resistentes a los medicamentos convencionales y para los cuales no
existen las alternativas de tratamiento, hace necesario desarrollar nuevos compuestos o

investigar farmacos obtenidos a partir de principios activos de plantas usadas en la

medicina popular.

En México hay algunas regiones donde se tiene informacién cientifica acerca de las
propiedades curativas de las plantas usadas en la medicina popular.(Yasunaka y cols.,
2005; Ankli y cols., 2002; Rojas y cols., 2001; Navarro y cols., 1998; Dimayuga y cols.,
1998). En el noreste del pais; sin embargo, se tiene poca informacidn cientifica al
respecto, por lo que creemos conveniente investigar la actividad antibacteriana de
plantas usadas en la region noreste de México para el tratamiento de enfermedades

infecciosas del tracto respiratorio inferior, a través de bioensayos que resulten sencillos y

rapidos.

1.10 Objetivo General

Aislar y caracterizar productos obtenidos de plantas del Noreste de México con

actividad contra cepas de Sireptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y

Haemophilis influenzae.
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1.11 Objetivos Especificos

1. Colectar plantas del noreste de México comunmente utilizadas en la medicina

tradicional para el tratamientos de enfermedades del tracto respiratorio

2. Obtener extractos metandlicos y acuosos de tallo y hojas, flor, fruto y raices de cada

una de las especies colectadas

3. Realizar el tamizaje de los extractos para conocer su efecto contra las cepas de

Streptococcus pneumoniae. Haemophilis influenzae y Staphylococcus aureus

4. Obtener fracciones del o los extractos con mayor actividad utilizando solventes de
diferente polaridad

5. Evaluar la actividad antibacteriana de cada una de las fracciones contra cepas de
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y Haemophilis influenzae por

medio de la técnica de microdilucion y de bioautografia

6. Realizar el aislamiento biodirigido de los componentes de las fracciones activas

7. Purificar y determinar la estructura quimica de compuestos activos

8. Determinar la concentraciéon minima inhibitoria del o los compuesto/s activo/s
aislado/s y otras fracciones activas contra las cepas Streptococcus pneumoniae,

Staphylococcus aureus y Haemophilis influenzae



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material, Equipo y Reactivos

2.1.1 Material

o Puntillas 100 pL, 1000 pL, 200 pL estériles con filtro

o Pipetas automaticas Wilson® de 50, 100 y 1000 pL

* Acrodiscos PTFE y GHP 13 mm de didmetro con filtro de 0.22 pm Gelman®

¢ Microplacas estériles de poliestireno de 96 pozos de fondo plano con tapa de baja

evaporacién, Costar®
e Cromatofolios AL TLC de Silica Gel 60 Fa54 Merck

¢ Columna Lobar LiChroprep'D Si 60 (40 - 63 pm), Merck

e Columna Lobar LiChroprep® RP-18 (40 — 63 pum), Merck
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Columna Chromolith performance RP-18 (100 - 4.6 mm), Merck
Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250, 500 y 100 mL
Matraces bola de 250, 500 y 1000 mL

Vasos de precipitado

Probetas de 100, 250 y 500 mL

Embudos de separacion

Embudo de separacion rapida

Pipetas lineales de 5y 10 mL

Pipetas Pasteur

Pomaderas de vidrio oscuras

Tubos de ensaye 13 X 100, 18 X 150 mm

Tubos con tapén de rosca 13 X 100 mm

Tubos eppendorf de 2 mL

Frasco para liofilizar Labconco de 900 mL

Cubas para desarrollar cromatografias TLC 121 X 108 X 83 mm

Cubas para desarrollar cromatografias TLC 27.5 X 227.5 X 7.5 mm

Placas de porcelana (12 pocillos)
Capilaresde 2y 5 uL

Cajas Petri desechables 15 X 100 mm
Cajas Petri de vidrio 15 X 100 mm
Jeringas 1 mL Becton ~Dickinson
Papel] filtro Whatman No 40

Tubos cénicos de 20 mL con tapdén de rosca y estériles Daigger
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o Crioviales de 2 mL estériles Daigger

e Frascos de vidrio de100 mL

2.1.2 Equipo

o Licuadora OSTERIZER de2 L

e Molino Thomas Wiley, Laboratory Mill, modelo 4, malla 2 mm

o Balanza granataria Scout Ohaus®

¢ Balanza analitica Sarorius

s Rotavapor BUCHI® modelo 461 con bafio de agua BUCHI RE 121

e Liofilizadora Labconco 7522800 Freeze Dry-12, Fr

 Bomba de vacio Welch 1400 Duo Seal®

¢ Incubadora Shel Lab Shaking

o Refrigerador Daewoo

o Agitador Heidolph Instruments Unimax 1010

o Congelador Reveo a-70 °C

» Lampara de LUV Spectroline® Longlife™ Filter

o Cromatégrafo de liquidos Waters con bomba 600, detector arreglo de diodos
2996

e Cromatografo de liquidos: Alliance Waters 2690 equipado con automuestreador,

sistema de desgasificacién en linea y sistema de gradiente cuaternario
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e Espectrometro de masas: Waters Thermabeam Mass Detector con ionizacién
electronica

e Detector UV-Vis de arreglo de diodos, Waters 996

o Espectrofotémetro de IR con FT. Marca PE. Modelo Spectrum One. Accesorio
ATR

e Espectrometro RMN Bruker Modelo Avance DPX400, de 9.4 Teslas de campo
magnético, operado a frecuencia para "H de 400.13 MHZ y para "*C de 100.61 y
temperatura controlada por la unidad Eurotherm Bruker, equipado con una sonda

de deteccion directa de 5 mm

2.1.3 Reactivos

2.1.3.1 Solventes

o Metanol grado analitico, Fermont de Productos quimicos Monterrey

¢ Metanol grado HPLC, Fermont

o Hexano grado analitico, Fermont de Productos quimicos Monterrey

e FEter etilico grado analitico, Fermont de Productos quimicos Monterrey

e Acetato de etilo grado analitico, Fermont de Productos quimicos Monterrey
¢ Butanol, Fermont de Productos quimic‘os Monterrey

e Dimetil sulfoxido (DMSO), Fisher Scientific®

e Cloroformo, Fermont de Productos quimicos Monterrey
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Nitrégeno gas de alta pureza, AGA

2.1.3.2 Reactivos Especiales

Alamar Blue de Trek Diagnostic, Westlake, Ohio. OADC

B-NAD, Sigma Aldrich (México, importado de U.S.A.)

Cloruro de Hemina, Sigma Aldrich (México, importado de U.S.A.)

NaCl, Jalmek Cientifica S.A. de C.V.

Silica gel 60 de tamafio de particula 0.2 — 0.5mm, Merck®

Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio, Merck® (MTT)

Cloroformo deuterado (100% D)

2.1.3.3 Antimicrobianos

Oxacilina, Sigma Co. (México, importado de U.S.A.)

Vancomicina, Sigma Co. (México, importado de U.S.A.)

Cefalotina, Keflin-Lilly

La cefalotina y la vancomicina se disolvieron en agua a una concentracion de
2.56 mg/mL. Estos estandares se dividieron en alicuotas de 0.5 mL y se

almacenaron a -70 °C hasta su uso
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2.1.3.4 Medios de Cultivo

Agar Mueller Hinton (AMH), Becton Dickinson and Co., Sparks MD, USA
Caldo Mueller Hinton (CMH), Becton Dickinson and Co., Sparks MD, USA
Agar sangre, BD, BBL de Becton Dickinson México (Placas preparadas)

Agar Chocolate BD, BBL de Becton Dickinson México (Placas preparadas)
Caldo Haemophilus test medium (HTM), preparado de acuerdo al manual
NCCLS (documento M100-S12, 2002)

Caldo Mueller Hinton catién ajustado, suplementado con 5% de sangre de
caballo lisada (CAMHB-LHB), preparado de acuerdo al manual NCCLS

(documento M100-S12, 2002)

2.1.4 Material Bioldgico

2.1.4.1 Microorganismos

Streptococcus pneumoniae InDRE 24-CCpn-02 (Del Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemiolégica InDRE, México D.F.,, México). Resistente a
oxacilina, y sensible a vancomicina

Streptococcus pneumoniae InDRE 49619. Resistente a oxacilina y sensible a
vancomicina

Haemophilus influenzae tipo b InDRE- 90-CCH-02. Sensible a ampicilina
Haemophilus influenzae type b InDRE 49247. Resistente a ampicilina

Staphylococcus aureus ATTC 25923. Sensible a oxacilina
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e Staphylococcus aureus IMSS-NL/HE25:01. Resistente a oxacilina, aislada de un
paciente con infeccidn sistémica y caracterizada en el laboratorio clinico del
Hospital Regional No. 25, del Instituto Mexicano del Seguro Social, Monterrey,

México

2.1.5 Condiciones Utilizadas para Bioautografia

Cromatofolios: AL TLC de Silica Gel 60 F2s4 Merck 10cm X 3 cm
Sistemas eluentes probados con saturacion previa:

A) Hexano:acetato de etilo 5:1

B) Hexano:acetato de etilo 3:1

C) Hexano:acetato de etilo 3:2

D) Acetato de etilo:hexano 5:1

E) Acetato de etilo:hexano 3:1

F) Acetato de etilo:hexano 3:2

G) Acetato de etilo:hexano 1:1
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2.1.6 Condiciones de Andlisis para CLAR FR-C18

Se utilizd un equipo Waters bomba 600, detector arreglo de diodos 2996

Se utilizaron las siguientes condiciones:

A)
Columna
Sistema de eluentes
Flujo
Volumen de inyeccién
Tiempo de corrida
Longitud de onda

B)
Columna
Sistema eluente
Flujo
Volumen de inyeccion
Tiempo de corrida

Longitud de onda

Chromolith FR-18 Merck
Metanol

1 mL/min.

5uL

6 minutos

270 nm

Chromolith FR-C18 Merck

Metanol

1 mL/min

15pL

6 minutos

230, 250 y 270 nm
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2.2 Colecta de Plantas

Plantas

Se eligieron plantas reportadas con actividad frente a enfermedades respiratorias, de
acuerdo con criterios etnofarmacolégicos y quimiotaxonémicos. La busqueda se realizé
en libros, tesis, revistas cientificas, bases de datos etnobotanicos y etnofarmacolégicos.
Se tomd también como base la investigacién de campo en mercados y hierberias
localizadas en la regién noreste de México. Se realizd la colecta en los municipios de
Monterrey, Santa Catarina, Villa de Garcia, Villa de Santiago y Agualeguas en el estado
de Nuevo Leén y en el municipio de Arteaga del estado de Coahuila. Los especimenes
fueron herborizados por el Biol. Marco Antonio Guzmén Lucio, la MC. Maria del
Consuelo Gonzilez de la Rosa y el Biol. Humberto Sanchez Vega y un espécimen de
cada planta fue depositado en el Herbario institucional de la Facultad de ciencias
Biolégicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn donde se les asigné un nimero

de folio (Tabla 1).

2.3 Obtencidn de Extractos Metanélicos y Acuosos

Las 20 plantas colectadas se secaron a temperatura ambiente, se separaron en sus
partes hojas, raiz, flor y fruto (las que fueron colectadas en época de floracién o en

fruto). Se molieron en molino malla de 2mm o en licuadora. Cien gramos de cada una de
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las partes se extrajeron por maceracién con metanol (3 x 600 mL), por 2 horas a
temperatura ambiente, Para Schinus molle se usé hexano en lugar de metanol. Para
Chrysanctinia mexicana se uso éter dietilico previo a la extraccidn con metano). Los
extractos obtenidos se filtraron y se evaporaron a presién reducida a 38 °C. Se realizaron
extractos acuosos con agua destilada por maceracién de algunos de los residuos de los
extractos con metanol y hexano (Tabla 2). Los extractos acuosos se filtraron y
sometieron a liofilizacion. Se calcul6 el porcentaje de recuperacion de los extractos
organicos y acuosos en base al material seco. Todos los extractos obtenidos se
conservaron en frascos oscuros a -10 °C hasta su uso en las pruebas de actividad

antimicrobiana.

2.4 Determinacién de Actividad Antimicrobiana de los Extractos Obtenidos

2.4.1 Preparacion de Soluciones de los Extractos

2 mg de cada uno de los extractos organicos se disolvieron en 200 pL. de DMSO,
se les agregé 800 pL de medio de cultivo, (CMH para Staphylococcus aureus, HTM -
para Haemophilus influenzae y CAMHB-LHB para Streprococcus pneumoniae). Los

extractos acuosos se disolvieron con los medios de cultivo respectivos para cada

microorganismo. La concentracién final de todas las soluciones fue de 2 mg/ml.. Las
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soluciones organicas se esterilizaron por filtraciéon con acrodiscos PTFE con filtro de

0.22 pum Gelman®. y las acuosas con acrodiscos GHP de 0.22 pm Gelman®.

2.4.2 Preparacién de Inéculos

Las cepas de Staphylococcus aureus se inocularon en placas de AMH, se
incubaron 18-24 horas a 37 °C. Cuatro a cinco colonias se transfirieron a 3 mL de CMH
y se mantuvieron en las mismas condiciones de incubacién; 18-24 horas a 37 °C, 0.5 mL
de este cultivo se trasfirieron a 3 mL de CMH y se incubaron a 37 °C por 2 a 4 horas,
con agitaciéon a una velocidad de 150 rpm hasta obtener un crecimiento tal que se
fuviera o presentara una turbidez igual al estindar 0.5 de Mc Farland. Se realizé una
dilucién 1:50 en CMH a partir del cultivo anterior para tener la suspensién de trabajo.
Las cepas de Streptococcus pneumoniae y Hamophilus influenzae se inocularon en
placas de agar sangre y agar chocolate respectivamente y se incubaron a 37 °C por 18-24
horas. A partir del crecimiento obtenido se preparé una suspensiéon en HTM con una
turbidez igual a ia del estandar 0.5 de Mc Farland; de esta suspension se prepar6é una
diluciéon 1:50 en HTM para Haemophilus influenzae y -1:50 en CAMHB-LHB para

Streptococcus pneumoniae para tener la suspension de trabajo.
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2.4.3 Preparacién de Controles

A) Controles de Antibiéticos

Se prepararon soluciones acuosas de 256 pg/ml. de cefalotina que se uso como
control negativo y Vancomicina a la misma concentracién empleada como control

positivo. Estas soluciones se filtraron con acrodiscos GHP de 0.22 um Gelman®.

B ) Control de Solvente Utilizado

DMSO: Se esterilizé por filtracién con acrodiscos GHP de 0.22 um Gelman®.

C) Otros controles

La preparacion de los controles de extractos (control de turbidez y ¢xido-reduccién
del Alamar Azul), controles de crecimiento de los microorganismos y controles de
esterilidad del medio de cultivo, se detallan en la descripcién de la técnica de

microdilucén en placa.
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2.4.4 Descripcion de la Técnica de Microdilucién en Placa

Se depositaron 200 pL de agua bidestilada estéril a todos los pozos de la orilla
(36 pozos). Se colocaron 100 uL de medio de cultivo en el resto de los pozos, (CMH
para Staphylococcus aureus, HTM para Haemophilus influenzae y CAMHB-LHB para
Streptococcus pneumoniae). Posteriormente, se transfiricron 100 pL de la solucién

preparada de cada extracto y de los controles de solvente y antibi6ticos en los primeros

pozos de cada carril. Se realizaron diluciones seriadas al doble, descartando los ultimos
100 pL de cada carril. Para los controles de extracto (control de turbidez y oxido-
reduccion), ademis del medio de cultivo se adicionaron 100 pl. del extracto
correspondiente, posteriormente se hizo una dilucién al doble para lo cual se extrajeron
100 pL de esa solucion y se agregaron 100 pL del medio de cultivo de forma que cada
extracto llevé su control a una concentracion dt‘; 500 pg/mL. En cada placa se incluyeron
controles de medio y de crecimiento. El control de medio fue un pozo conteniendo
unicamente 200 pl. de medio de cultivo. Los controles de crecimiento fueron pozos en

los cuales se adicion6 el inoculo bacteriano pero no se les agregd farmaco o extracto.

Las concentraciones finales de cada extracto fue de 500, 250, 125, 62.5 y 31.25

pg/mL.

Las concentraciones para los medicamentos (vancomcina y cefalotina) fue de 64,

32,26, 8 y 4 pg/ml.
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Las microplacas se colocaron en bolsas de plastico, se incubaron de 18 a 24 horas a
37 °C y se reviso el crecimiento bacteriano visualmente. Para Streptococcus pneumoniae
la presencia de turbidez y un color amarillo se tomé como indicador de crecimiento
bacteriano. La ausencia de turbidez y color café se tomdé como evidencia de no
crecimiento bacteriano. Para Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae la
presencia de turbidez indicd crecimiento bacteriano y cuando se requirid, se revel6 con
32 pL de una solucién de Alamar Azul 1.6:1 en NaCl al 0.85%. Después de incubar por
una hora a 37°C, se observé el viraje de color. Si se presentaba viraje a color rosa, se

considerd que habia crecimiento bacteriano.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) fue definida como la concentracion

mds baja de extracto que previene el crecimiento bacteriano.

2.5 Extraccion Diferencial del o los Extractos con Mayor Actividad

De acuerdo a resultados del objetivo anterior los extractos metandlicos de hojas de
Cordia boissieri y de raiz de Cyperus alternifolius se fraccionaron por extraccién

liquido-liquido
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2.5.1 Extraccion Diferencial del Extracto Metanélico de Hojas de Cordia boissieri

Se preparé una solucién de 6 gramos de extracto metandlico de hojas de Cordia
boissieri con 200 mL de agua destilada y 50 mL de metanol. Se realizé la particion en
embudo de separacién con 3 x 200 mL de hexano. Al residuo acuoso se le realizd
particién con 3 x 100 mL de acetato de etilo. El residuo acuoso se fraccioné con 3 x

100 mL de butanol.

2.5.2 Extraccién Diferencial del Extracto Metanédlico de Raiz de Cyperus

alternifolius

Se prepar6é una solucion de 6 gramos de extracto metanélico de Raiz de Cyperus
alternifolius con 170 mL de agua destilada y 75 mL de metanol. Se realizé la particion
en embudo de separacién con 3 x 100 mL de hexano. Al residuo acuoso se le realizd
particién con 3 x 100 mL de acetato de etilo. El residuo acuoso se fracciond con 3 x 100

mL de butanol.

Las fracciones de hexano, de acetato de etilo y de butanol obtenidas de los dos
extractos metanblicos se evaporaron a sequedad a presién reducida a 38°C y se

mantuvieron en frascos oscuros de vidrio a -10°C hasta su uso.
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2.6 Evaluacién de la Actividad Antibacteriana de las Fracciones
Obtenidas de la Extraccion diferencial

La actividad antibacteriana de las fracciones de hexano, de acetato de etilo y de
butanol, obtenidas por particién liquido-liquido de los extractos metanélicos de hojas de
Cordia boissieri y de raiz de Cyperus alternifolius, se evalué por la técnica de dilucién
en microplaca como se describié en el punto anterior 3.2.4. Se evaliio la actividad
inicamente con las dos cepas de Staphylococcus. aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente

a oxacilina y ATTC 25923 sensible a oxacilina).

2.7 Aislamiento Biodirigido de Hojas de Cordia boissieri

2.7.1 Primera Extraccién Masiva

Se realizd una colecta masiva de la planta en octubre del 2003 en el municipio de
Villa de Garcia N.L para realizar las extracciones. Se secaron las hojas a temperatura
ambiente y se molieron en una licuadora. Se realiz6 una extraccidn con hexano de 800
gramos de hoja molida, por cada 50 g de muestra se us6 3 x 500 mL, para quitar la
mayor parte de las grasas y aceites. Al residuo del extracto hexanico se le realiz6 una
extraccion con acetato de etilo, por cada 50 g de muestra se usé 3 x 500 mL. Las

extracciones fueron realizadas con agitacion a 180 rpm por 1 hora a temperatura
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ambiente. Los extractos se filtraron y evaporaron a sequedad a presion reducida a 38 °C

y se mantuvieron en frascos 4mbar de vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.1.1 Columna Flash (CF)
El extracto de acetato de etilo se fracciond en columna flash con silica gel 60 de
tamafio de particula 0.2 — 0.5 mm. Se utilizé 100 g de silica por gramo de muestra. Se

utiliz6 el sistema de eluentes que muestra la siguiente tabla:

Extracto sometido Eluente
a columna flash

Hexano

Hexano : Acetato de etilo 20 : 1

Hexano : Acetato de etilo 10 : 1

Hexano : Acetato de etilo 7: 1

Extracto de acetato de etilo de hojas de | Hexano : Acetato de etilo 5: 1

Cordia boissieri Hexano ; Acetato de etilo 3 : 1

Hexano : Acetato de etilo 3 ; 2

Hexano ; Acetatodeetilo 1 : 1

Acetato de etilo

Metanol

Las fracciones se evaporaron a sequedad a presion reducida a 38 °C y se mantuvieron en

frascos 4mbar de vidrio a -10 °C hasta su uso.
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2.7.1.1.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas
de la Columna Flash. Se evalu6 la actividad antimicrobiana de todas las fracciones
obtenidas de la columna Flash contra la cepa de Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina, (IMSS-NL/HE25:01), por medio de la técnica de bioautografia que a

continuacion se describe.

Técnica de bioautografia

Las fracciones se analizaron en cromatografia en capa fina (CCF), para lo cual se
disolvieron en cloroformo y se sembraron en dos cromatofolios de aluminio de Silica gel
60 Fas4 de 3 x 10 cm. Se probaron los sistemas de eluentes descritos previamente
(2.1.5.1) y finalmente se eligi6 el sistema F. Uno de los cromatofolios se usdé como
control para medir el Rf de cada mancha observada a simple vista, por luz ultravioleta a
254 y 365 nm o revelada con vapores de yodo. El otro cromatofolio se esterilizé con luz -
ultravioleta a 254 nm por 1 hora, posteriormente se le coloc6 una capa de AMH
previamente solidificado y sobre éste se afiadieron 100 pL de una suspensién de
Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina) con una turbidez
igual al estindar 0.5 de Mc Farland, (que se preparé por inoculacién de 3 a 5 colonias
del microorganismo a 3 ml de CMH e incubacién a 37°C por 1-3 horas a 150 rpm hasta
obtener la turbidez sefialada). El cromatofolio se colocd en una caja Petri, se incubd en
ambiente hiimedo (colocando un algodén hiimedo con agua destilada estéril), a 37 °C
por 18-24 horas. Se colocé un control de esterilidad del medio. La zona de inhibicion del

crecimiento bacteriano se midio y se correlaciond con el Rf previamente registrado. En
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caso necesario se us6 una solucién acuosa de MTT a 2.5 mg/mL para revelar el

crecimiento bacteriano (Verastegui, 2000).

2.7.1.2 Columna Lobar de Baja Presién en Silica gel (CLSG)

Las fracciones FICF-190104-14, F10CF-190104-14, F11CF-190104-14 y F12CF-
190104-14, obtenidas de la columna flash, resultaron activas y se fraccionaron en
columna de baja presién Lobar Si 60 (40-63 um). Las fracciones se disolvieron por

separado en hexano:acetato de etilo (7:1). Los sistemas de eluentes fueron los siguientes:

Fraccién obtenida de CF y

sometida Eluente

a columna de baja presién de
silica gel

Hexano : Acetato de etilo 7:1

Hexano : Acetato de etilo 5:1

Hexano : Acetato de etilo 3:1

Hexano : Acetato de etilo 3:2

Acetato de etilo

FSCF-190104-14 Acetato de etilo : Metanol 40:1

Acetato de etilo : Metanol 20:1

Acetato de etilo : Metanol 5:1

Acetato de etilo ; Metanol 3:1

Acetato de etilo : Metanol 1:1

Metanol

Hexano : Acetato de etilo 7: |

Hexano : Acetato de etilo 5: 1

Hexano:Acetato de etilo 3:1

F10CF-190104-14 Hexano:Acetato de etilo 3:2

Hexano:Acetato de etilo 1:1

Acetato de etilo

Metanol
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Fraccion obtenida de CF y

sometida Eluente

a columna de baja presién de
silica gel

Hexano : Acetato de etilo 7: |

Hexano : Acetato de etilo 5: 1

Hexano:Acetato de etilo 3:1

F1I1CF-190104-14
Hexano:Acetato de etilo 1:1

Acetato de etilo
Metanol

Hexano : Acetato de etilo 5: 1

Hexano:Acetato de etilo 3:1

Hexano:Acetato de etilo 1:1

Acetato de etilo

FI12CF-190104-14 Acetato de etilo : Metanol 20:1

Acetato de etilo : Metanol 10:1

Acetato de etilo : Metanol 5:1

Acetato de etilo : Metanol 1:1

Metanol

Se utilizé un flujo de 1.5 mL/min. Se colectaron fracciones manualmente de
acuerdo con los cambios de color observados en la columna. Las fracciones se
evaporaron a sequedad a presion reducida a 38 °C y se mantuvieron en frascos dmbar de

vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.1.2.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Lobar de Baja Presion en Silica gel. Se evalué la actividad
antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de las columnas Lobar de silica gel
contra la cepa de Staphylococcus @rem (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina),

por medio de la técnica de bioautografia como se describié previamente (2.7.1.1.1).
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2.7.1.3 Columna Lobar de Baja Presion en Fase Reversa C18 (CLFRC18)
Las fraccion F7LS-120204-16 y la fraccién F10LS-120204-16F obtenidas de la

columna Lobar de baja presion de silica gel, se sometieron a columna de baja presién

Lobar de fase reversa C18.
Fracciones activas obtenidas de
CLSG y sometidas a columnade |  Eluente
baja presién de FR-C18
F7LS-120204-16 Metanol
F10LS-120204-16 Metanol

La muestra se disolvié en metanol. Se usé metanol como sistema eluente. Se utilizd
un flujo de 0.25 mL/min. Se colectaron manualmente fracciones de 1.5 mL. Las
fracciones se evaporaron a sequedad a presion reducida a 38 °C y se mantuvieron en

frascos oscuros de vidrio a -10 °C hasta su uso.

2,7.1.3.1 Evaluaciéon de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Lobar de Baja Presién en Fase Reversa C18. Se evalué la actividad
antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna de baja presion en fase

reversa C18 con la cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a
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oxacilina), por medio de la técnica de bioautografia como se describid previamente

2.7.LL1).

2.7.1.3.2 Anilisis por cromatografia de liguidos de alta resolucién fase reversa
C18 (CLAR FR-C18) de fracciones obtenidas de CLFRCI18. Las fracciones activas
obtenidas de la columna Lobar FR-C18, se sometieron a cromatografia analitica por

CLAR FR-C18 para revisar pureza. Se utilizaron las condiciones de anilisis A.

Fracciones activas obtenidas de | Fracciones activas obtenidas
CLSG y sometidas a columna de CLFRCI18 y analizadas
de baja presion de FR-C18 por CLAR FRC18
F3LFR-300504-29

F4LFR-300504-29
FSLFR-300504-29
F6LFR-300504-29
F7LFR-300504-29
FS8LFR-300504-29

F7LFR-010604-30
FSLFR-010604-30
F9LFR-010604-30

F7LS-120204-16

F10LFR-010604-30

F10LS-120204-16 FI1LFR-010604-30

FI2LFR-010604-30
F13LFR-010604-30

FI4LFR-010604-30

FI15LFR-010604-30

2.7.1.4 Columna de Exclusién Molecular (EM)
Las fracciones activas obtenidas de la columna Lobar FR-18, se pasaron por una

columna de exclusion molecular para tratar de purificarlas, para lo cual se usé sephadex



52

(Lipophilic sephadex LH-20). Se¢ utilizé metanol como sistema eluente. Las fracciones
se separaron en base a la fluorescencia que presentaron en luz ultravioleta a 365 nm. Se
descartaron las fracciones que mostraron fluorescencia roja que correspondia a las

clorofilas.

2.7.1.4.1 Anilisis de las Fracciones Obtenidas de la Columna de Exclusién
Molecular por Cromatografia Lliquida de Alta Resolucién Fase Reversa C18
(CLAR FR-C18). Las fracciones obtenidas de la columna de exclusién molecular libres
de clorofilas, se sometieron a cromatografia de liquidos de alta resolucién FR-C18, para

revisar su pureza. Las fracciones analizadas fueron las siguientes:

Fracciones activas Fracciones activas obtenidas | Fracciones obtenidas
obtenidas de CLSG y de CLFR-CI18 y sometidas a | de EM y analizadas
sometidas CLFR-C18 EM por CLAR FR-C18

F1EM-120704-53
F3LFR-300504-29 T3 F2EM-120704-53

F3EM-120704-53

F4LFR-300504-29 T4 FAEM-120704-53
F6EM-120704-53

F5LFR-300504-29 TS
F7EM-120704-53
FSEM-120704-53

F7LS-120204-16 3:1E F6LFR-300504-29 T6
F10EM-120704-53
F12EM-120704-53
FI3EM-120704-53

F7LFR-300504-29 T7
F14EM-120704-53
F16EM-120704-53
F17EM-120704-53

F8LFR-300504-29 T8

FIZEM-120704-53




Fracciones activas Fracciones activas obtenidas | Fracciones obtenidas
obtenidas de CLSGy | de CLFR-CI18 y somctidasa | de EM y analizadas
sometidas CLFR-C18 EM por CLAR FR-C18§

F10L.S-120204-16 3:2AB

F7LFR-010604-30 T7

F1EM-180704-54

F2EM-180704-54

FSLFR-010604-30 T8

FAEM-180704-54

F5EM-180704-54

FOLFR-010604-30 T9

F7EM-180704-54

F8EM-180704-54

F10LFR-010604-30 T10

F10EM-180704-54

F11EM-180704-54

FI4LFR-010604-30 T14

F13EM-180704-54

F14EM-180704-54

FI15LFR-010604-30 T15

F16EM-180704-54

F17EM-180704-54

2.7.2 Segunda Extraccién Masiva

Se realizd una segunda colecta masiva de la planta Cordia boissieri en octubre del
2004 en el municipio de Villa de Garcia N.L. Se secaron las hojas a temperatura
ambiente y se molieron en una licuadora. Se realizé una extraccion con hexano de 2 Kg
de hoja molida: por cada 50 g de muestra se us6é 3 x 500 mL, para quitar la mayor parte
de las grasas y aceites. Al residuo del extracto hexanico se le realizé una extraccién con

acetato de etilo: por cada 50 g de muestra se usé 3 x 500 mL. Las extracciones fueron
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realizadas con agitaciéon a 180 rpm por 1 h a temperatura ambiente. Los extractos se
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filtraron y evaporaron a sequedad a presién reducida a 38 °C. y se mantuvieron en

frascos &mbar de vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.2.1 Columna Flash (CF)
El extracto de acetato de etilo se fraccioné en columna flash con silica gel 60 de
tamafio de particula 0.2 - 0.5 mm. Se utilizé6 100 g de silica por gramo de muestra. Se

utilizo el sistema de eluentes que muestra la siguiente tabla:

Extracto sometido Eluente
a columna flash

Hexano

Hexano : Acetatode etilo 20 : 1

Hexano : Acetato de etilo 10 : 1

Hexano : Acetato de etilo 7: 1
Extracto de acetato de etilo de hojas de

Hexano : Acetato de etilo 5: 1
Cordia boissieri

Hexano : Acetatode etilo 3 ; 2

Hexano : Acetatodeetilo 1 : 1

Acetato de etilo

Metanol

Las fracciones se evaporaron a sequedad a presién reducida a 38 °C y se

mantuvieron en frascos ambar de vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.2.1.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas en
la Columna Flash. Se evalué la actividad antimicrobiana de todas las fracciones
obtenidas de la columna flash con la cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-
NL/HE25:01 resistente a oxacilina), por medio de la técnica de bioautografia como se

describi6 previamente (2.7.1.1.1).
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2.7.2.2 Columna Lobar de Baja Presion en Silica (CLSG)

Las fracciones F2CF-221104-72 y F3CF-221104-72 eluidas de la columna flash,
resultaron activas y se sometieron a fraccionamiento en columna de baja presién Lobar
Si 60 (40-63 um). Cada una de las fracciones se disolvié por separado en hexano:acetato

de etilo (3:2). Los sistemas de eluentes utilizados fueron los siguientes:

Fraccién obtenida de CF y sometida Eluente
a columna lobar de baja presion de silica gel

Hexano : Acetato de etilo 5; |

Hexano : Acetato de etilo 3 : 2
F2CF-221104-72 Hexano : Acetato de etilo 1: 1

Acetato de etilo

Metanol

Hexano : Acetato de etilo 3: 2

Hexano : Acetato de etilo 1: 1
F3CF-221104-72

Acetato de etilo

Metanol

Se utilizé6 un flujo de 1.5 mL/min, Se colectaron fracciones manualmente de
acuerdo con los cambios de color observados en la columna. Las fracciones se
evaporaron a sequedad a presién reducida a 38 °C y se mantuvieron en frascos dmbar de

vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.2.2.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de las Fracciones Obtenidas
de la Columna Lobar de Silica gel. Se evalud la actividad antimicrobiana de todas las
fracciones obtenidas de las columnas lobar de silica gel con la cepa de Staphylococcus
aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina), por medio de la técnica de

bioautografia como se describi6 previamente (2.7.1.1.1).
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2,7.2.3 Columna Lobar de Baja Presién en Fase Reversa C18 (CLFR-C18)
Las siguientes fracciones obtenidas de la columna lobar de silica gel, se sometieron

a columna de baja presién Lobar FR-C18.

Fracciones activas

obtenidas de CLSG y Eluente
sometidas a columna de
baja presion de FR-C18
F5LS-121204-72
F6LS-121204-72 Metanol

F7LS-121204-72
F3LS-151204-73
F4LS-151204-73
F5LS-151204-73 Metanol
F6LS-151204-73
F7LS-151204-73

Cada una de las fracciones se disolvi6é por separado en metanol. Se usé este mismo
solvente como sistema eluente. Se utiliz6 un flujo de 0.25 mL/min. Se colectaron
- manualmente fracciones de 1.5 mL. Las fracciones se evaporaron a sequedad a presion

reducida a 38 °C y se mantuvieron en frascos oscuros de vidrio a -10 °C hasta su uso.

2.7.2.3.1 Evaluacién de la Actividad Antimicrobiana de las Fracciones
Obtenidas de la Columna Lobar de Baja Presién Fase Reversa C18. Se evalué la
actividad antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna Lobar FR-C18
por medio de la técnica de bioautografia como se describié previamente, (2.7.1.1.1). Se
evalué unicamente con la cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01

resistente a oxacilina).
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2.7.2.3.2 Anilisis de las Fracciones Obtenidas de la Columna Lobar de Baja
Presiéon de Fase Reversa Cl18 por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(CLAR FR-C18). Las fracciones activas obtenidas de la columna Lobar FR-C18, se
sometieron a cromatografia analitica por cromatografia liquida de alta resoluciéon FR-

C18 para revisar pureza. Se utilizaron las condiciones de analisis B.

2.8 Purificacién y Determinacién de la Estructura Quimica de Compuestos Activos

A la fraccién F3LFR-261204-75 obtenida de la columna Lobar fase reversa C18
se le evapor6 lentamente el solvente (metanol) y se obtuvo un precipitado blanco en

forma de polvo, el cual se someti6 a diversos analisis.

2.8.1 Analisis de Pureza

F3LFR-261204-75 se disolvié en metanol grado HPLC, se le hizo andlisis de
pureza por HPLC FR-C18.

Se analizé con las condiciones de analisis A
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2.8.2 Espectroscopia UV-Vis

Se utilizé el detector de arreglo de diodos 2996 del equipo HPLC Waters bomba

600 para obtener el espectro UV-Vis en un rango de 200 a 600 nm de F3LFR-261204-75

2.8.3 Espectroscopia IR

Se obtuvo el espectro IR del compuesto F3LFR-261204-75 de 4000 a 650 cm’,
Se utilizd un espectrofotémetro de IR con FT, marca PE, modelo Spectrum One,

accesorio ATR, No. Scan 32,

2.8.4 Espectroscopia de RMN

Cinco mg del compuesto F3LFR-261204-75 previamente secado en pistola de
desecacion se disolvié en cloroformo deuterado (100 % D), se filtré y desgasificd por
burbujeo de argén. Esta solucion se colocéd en una sonda de deteccién directa para RMN
de 5 mm de didmetro. Se le ‘realizaron los siguientes espectros: 'HRMN, *CRMN,

DEPT 135, Espectros de doble dimension COSY, HMBC, HMQC, y experimentos nQOe.
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2.8.5 Espectrometria de masas

Un mg del compuesto F3LFR-261204-75 se disolvié en 100 puL de metanol grado
HPLC y se analiz6 por HPLC — espectrometria de masas por inyeccion en flujo. Se

utilizé un equipo Waters Thermabeam Mass Detector con tonizacion electronica.

2.9 Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria
del Compuesto Aislado y Otras fracciones Activas

Se determiné la concentracién minima inhibitoria de] compuesto F3LFR-261204-75
y de las fracciones FOLFR-281204-78 y FSLFR-281204-78 por medio de la técnica de
microdilucién en placa. Las concentraciones analizadas fueron las siguientes: 250, 125,
62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.9, 1.95, 0.976 a png/mL tanto para el compuesto aislado como

para las fracciones.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Colecta de Plantas a Evaluar

Se eligieron para este estudio plantas del noreste de México reportadas con
actividad frente a enfermedades respiratorias. Se realizé la colecta en los municipios de
Monterrey, Santa Catarina, Villa de Garcia, Villa de Santiago y Agualeguas en el estado
de Nuevo Ledn y en el municipio de Arteaga del estado de Coahuila. Los especimenes
fueron herborizados por el Biol. Marco Antonio Guzman Lucio, la MC. Maria del
Consuelo Gonzilez de la Rosa y el Biol. Humberto Sinchez Vega y un especimen de
cada planta fue depositado en el Herbario institucional de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn donde se les asigné un nimero

de folio. Las plantas colectadas se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Plantas elegidas siguiendo criterios etnofarmacolégicos y quimiotaxondmicos

K. pneumoniae
(Jain y cols. 2001)

Planta Nombre Uso pooular Estudios Lugar de Vo:]c(;;er
(Familia) comGn pop reportados Colecta UAN )
C. americanus
Ceanoth ) Trit:erpenqi;ies !
eanothus coeruleus . avonoides
Lag (Rhamanceas) | Conchinchla Fiebre, dolorde | ™ contra st | 024099
’ gargan Sreptococcus ]
mutans
(Li y cols. 1997)
. .. C. hirsutaen
Clematis drummondii T ' _ Contra hongos
&G. Barbas de Congestién No activo contra Garcia 024164
Chivo nasal S .aureus N.L.
(Ranunculaceae) (Hermans y cols.
2002)
C. glabra
Colubrina greggii Wats. Gusiol Bich contraS. guruesy | Santiago 024169
uajolote lebre S. faecalis
(Rhamanceae) Dimayuga y cols. N.L.
1998)
Cordia boissieri A. . Monterrey
DC (Borraginaceae) Anacahuita | Tuberculosis,tos — NL. 024167
., , Actividad contra
Chrysactinia mexicana Hierba de Infecciones | M. tuberculosisy | Arteaga 024102
Gray(Compositae) San Nicolds | respiratorias | M qvium Coah.
{Cantrell y cols. 1998)
C. esculentes
contra S, aureus
Cyperus alternifolius L. 1998)C. Santi
" . g antiago,
(Cyperaceae) Papiro inespecifica | articulatus NL. 024101
No activa contra
S. aurueus
(Koné y cols. 2004)
Eupatorium
cardiophylum Rab. — * £ mm Sa;tilzf.'go, 024094
(Compositae) M. tuberculasis o
Eupatorium odoratum Dolor de pecho, M :vhm Santiago
i i Cantrell y cols. 1998 *
L.(Compositae) Crucita afecciones | (Cantrelly ) NL. 024100
pulmonares
H. subulatum
compuestos
contra
Heliotropium Afoce S. pneumoniae
_ iones S aureus
angiospermum Murr esC(:)l:p:lgn puln-lonares' (Singh y cols. 2002) G]\a]r]'(_:,ia 024172
(Borraginaceae) faringitis H. ellipticum =
triterpenos contra
S. aureusy
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{Gundiza 1993)

Estudios No,
Planta Nombre Lugar de
(Familis) comgn | USOPOPUIAr | reporados | ooy, | Voucher-
Leucophylilum frutescens
(Berl.) LM.Johnst. Cenizo Tubcrcul?:';isi — Monterrey, 024165
. bronquitis N.L.
(Escrophulariaceae)
Porlieria .
Tuberculosis, Agualeguas,
angustifolia(Zigophylaceae Guayacén tos, escalofrios T N.L. 024173
Lippia alba
contra S. gureus
: y S. faecalis )
Phyla gﬂ:’a @) Colade Fiebre, (Dimayuga 1998) | Santiago, 024168
(Verbenact;ae) Caballo escalofrios | Lippia turbinata N.L.
contra
M. tuberculosis
(Watcher 2001)
No activo contra
B. cereus y E.
coli
.. Lrs (Ankli y cols. 2002) .
Rivinia humilis Coralillo inespecifica activo contra Santiago, 024170
L.{Phytolacaceae) Ps. aeruginosa N.L.
K. pneumoniae
¥ S. aureus
(Salvat y cols. 2001)
Salvia chia ) + S. multicaulis | Santiago, 024103
Femnald(Labiatae) dos compuestos N.L.
Salvia coccinea Murr . . activos contra | Santiago,
(Labiatae) Mirto S aureus y NL, | 02409
Salvia reflexa Hornem Hierba del . S. epidermidis | gantiaoo,
(Labiatae) pajarito Uinbeknyools. | g, | 02409
Congestion de | S. mexicana var.
. ho, tos. bipinnata .
Sambucus mexicana pecho, tos, P! Santiago,
Presl.{Capripholiaceae) Sauco ﬂ-::kf)i:g;e, goaﬁt‘::: contra N.L. 024171
garganta (Rojas y cols. 2003)
S.
terebentifolius
contra bacterias
Tuberculosis, (Mzn};:;gy?o,s'
bronquitis, 1996)
Schinus molle . escalofrios, S. molle Arteaga,
L.(Anacardiaceae) Pirul fiebre, aceites Coah. 024166
expectorante, escenciales
asma contra K,
pneumoniae, Ps.
aeruginosa,
E. coli
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Estudios No.
Planta Nombre Lugar de
(Familia) comin | UsoPopular | reportados | ol V‘;}':':"
S. barbata
Tos, apigenina y
Scutellaria ellptica Muhl - expectorante, | luteolina contra | Arteaga, 024104
(Labiatae) fiebre y S aureus Coah.
escalofrios (MRSA)
(Yu ] y cols. 2004)
Tos, fiebre .
Smilax bona nox L. . ’ ’ Santiago,
(Smilacaceae) Zarzaparrilla | calorfrios y ——- NL. 024098
expectorante

* Plantas elegidas por criterio quimiotaxonémico

3.2 Obtencién de Extractos Metanolicos y Acuosos

Las 20 plantas colectadas se secaron, cada una de ellas se separé en sus

diferentes partes, se realizaron los extractos y se calcularon los porcentajes de

recuperacion en base al material seco; los porcentajes de recuperacion se registran en la

tabla 2.



Tabla 2. Porcentajes de recuperacion de extractos obtenidos de las diferentes plantas

Porcentaje de
Parte de la planta Solvente Recuperacion
/P
Schinus molle
. Metanol 15.5
Hoja Agua 56
Flor Metanol 18.1
Corteza Metanol 4.3
Hexano 6.7
Fruto Agua 11.4
Raiz Metanol 13.2
Cordia boissieri
Hoja Metanol 10.0
Metanol 17.8
Flor Agua 58
Metanol 5.0
Fruto Agua 74
Raiz Metanol 2.9
Leucophylum frutescens
Hoja Metanol 22.8
Agua 6.3
Flor Metanol 39.2
Raiz Metanol 7.3
Salvia reflexa
Hoja Metanol 9.8
Agua 6.3
Flor Metanol 13.4
Raiz Metanol 3.3
Salvia affin hispanica
Hoia Metanol 22.4
) Apua 6.9
Ralz Metanol 11.0
Salvia coccinea
Hoja Metanol 2.1
Raiz Metanol 8.0
Smilax bona nox
. Metanol 27.1
Hoja Agua a3
Raiz Metanol 14.8
Lippia nodiflora
. Metanol 5.5
Hoja Agua 3.3
Ralz Metanol 19.8
Colubrina greggi
Hojas Metanol 12,7
Flor Metanol] 12.0
Raiz Metanol 5.6
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Tabla 2. (continuacion)

Porcentaje de
Parte de la planta Solvente Recuperacién
(p/p)
Ceanothus coeruleus
Hojas Metanol 14.4
Flor/Fruto Metanol 29.2
Raiz Metanol 13.83
Sembucus mexicana
Hojas Metanol 11.1
Flor/Fruto Metanol 24.5
Eupatorium cadiophylum
Hojas Metanol 7.3
Flor Metanol 5.7
Raiz Metanol 5.3
Eupatorium odoratum
Hojas Metanol 8.5
Flor Metanol 16.4
Raiz Metanol 3.6
Cyperus alternifolius
Hojas Metanol 104
Raiz Metanol 9.0
Rivina humilis
Hojas Metanol 6.2
Flor/Fruto Metanol 10.2
Raiz Metanol 184
Scutellaria elliptica
Hojas Metanol 1.5
Flor/Fruto Metanol 11.0
Raiz Metanol 12.0
Heliotropium angiospermum Murr
Hojas Metanol 11.4
Flor/Fruto Metanol 7.5
Clematis drumondil
Hojas Metanol | 9.5
Salvia chia
Hojas Metanol 6.5
Flor/Fruto Metanol 7.7
Rafz Metanol 23
Chrysactinia mexicana
Hojas ~ Eter etilico 2.0
Metanol 10.4
Flor Eter etilico 3.0
Metanol 10.0
Flor Eter etilico 1.2
Metanol 3.6
Porlieria angustifolia
Hojas Metanol 14.4
Raiz Metano) 12.0
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3.3 Determinacion de Actividad Antimicrobiana de los Extractos Obtenidos

Se determind la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos, para lo cual

se obtuvo la concentracién minima inhibitoria por la técnica de micredilucién en placa.

Los valores obtenidos se registran en la tabla 3.

Tabla 3. Valores de CMI de los extractos crudos de plantas contra microorganismos
causantes de infecciones respiratorias.

Actividad Antimicrobiana, CMI (ug/ml)
Planta Microorganismo
pa:tn ede | Extracto Staphylococcus Haemophilus Streptococfus
planta : aureus influenzae preurmoniae
Rels':‘s;gnte Sensible Resistente Sensible Resistente | Resistente24-
NL/HE25:01 ATCC 25923 | ATCC 49247 | 90-ech-02 | ATCC 49619 cepn-02
Schinus molle
Hoja Metanol NA NA NA NA 500 250
Agua NR NR NA NA NA NA
Flor Metanol NA NA NA NA 250 250
Corteza | Metanol NA NA 500 NA NA 250
Fruto Hexano NA NA 500 NA 62.5 62.5
Agua NR NR NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA 500 500 500 250
Cordia boissieri
Hoja Metanol 250 250 500 NA 125 125
Flor Metanol NA NA NA NA 500 250
Agua NA NA NA NA NA NA
Fruto Metanol NA NA NA NA 500 250
Agua NR NR NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA NA NA NA 250
Leucophylum frutescens
Hoja Metanol NA NA NA NA 500 500
Agua NR NR NA 500 NA NA
Flor Metanol NA NA NA NA NA 500
Ralz Metanol NA NA NA NA 250 250
Salvia reflexa
Hoja Metanol NA NA NA NA NA 500
Agua NR NR NA NA NA NA
Flor Metanol NA NA 500 NA 500 500
Ralz Metanol NA NA NA NA 500 250
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Actividad Antimicrobiana, CMI (pug/ml)
Planta Micronrga.nismo
partede | Extracto Staphylococcus Haemophilus Streptococcus
planta ___aureus influenzae pneumoniae
R‘:M";;'_“‘ Sensible Resistente | Sensible | Resistente | Resistente2d-
NLHE2S:0) | ATCC 25923 | ATCC 49247 | 90-cch-02 | ATCC 49619 ccpn-02
Salvia affin hispanica
Hoja Metanol NA NA NA NA 500 500
Apua NR NR NA NA NA 500
Raiz Metanol NA NA NA NA NA 500
Saivia coccinea
Hoja Metanol NA NA NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA NA NA NA NA
Smilax bona nox
Hoja Metanol NA NA NA NA NA NA
Agua NR NR NA NA NA NA
Rafz Metanol NA NA NA NA NA NA
Phyla nodiflora
Hoja Metanol NA NA 500 NA NA 500
Agua NR NR NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA NA NA 500 250
Colubrina greggi
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor Metanol NA NA NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA NA NA 500 500
Cyperus alternifolius
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Raiz Metanol 500 500 500 NA NA 500
Rivina humilis
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA NA NA
Raiz Metanol NA NA NA NA 500 500
Scutellaria elliptica
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA 250 500
Rafz Metanol NA NA NA NA 500 500
Clematis dramondii
Hojas | Metanol NA | NA | NA | NA NA | 500
Heliotropium angiospermum
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA NA NA
Ceanothus coeruleus
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA NA NA
Raiz Metanol 500 500 500 500 500 500
Sambucus mexicana
Hojas Metanol NA NA NA NA NA NA
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA 500 500
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Tabla 3. (continuacién)

Actividad Antimicrobiana, CM1i (pug/ml)
Planta Microorganismo
Staphylococcus Haemophilus Streptococcus
partede | Extracto
planta aureus influenzae pricimoniae
R?:'s;gm Sensible Resisteate Resistente Resistente Resistente
NLME2s:01 | ATCC25923 | ATCC 49247 | IMSS-2501 | ATCC49619 | 24-cepn-02
Eupatorium cadiophylum
Hojas Metanol NA NA NA NA 250 250
Flor Metanol NA NA NA NA 250 250
Raiz Metanol NA NA NA NA 250 500
Eupatorium odoratum
Hojas Metanol |- NA NA NA NA 250 250
Flor Metanol NA NA NA NA 500 500
Raiz Metanol NA NA NA NA NA 500
Salvia chia
Hojas Metanol NA NA NA NA NA 500
Flor/Fruto | Metanol NA NA NA NA NA 500
Raiz Metanol NA NA NA NA NA 500
Chrysactinia mexicana
Hojas E. etilico NA NA NA NA NA NA
Metanol NA NA NA NA NA 500
Flor E. etilico NA NA 500 NA NA 500
Metanol NA NA NA NA NA 500
Raiz E. etilico NA NA 500 500 500 250
Metanol NA NA NA NA NA 500
Porlieria angustifolia
Hojas Metanol NA NA NA NA NA 500
Raiz Metanol NA NA NA NA NA 500

NA, no activa a 500 pg/mL. NR, no realizado.

3.4 Extraccién Diferencial del o los Extractos Metanélicos con Mayor Actividad

Los extractos metanélicos de hojas de Cordia boissieri y de raiz de Cyperus
alternifolius se fraccionaron por extraccion liquido-liquido con hexano, acetato de etilo
y butanol. Se calcularon los porcentajes de recuperacion, los resultados obtenidos se

registran en la tabla 4.
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3.5 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de las Fracciones
Obtenidas de la Extraccién Diferencial

La actividad antibacteriana de las fracciones de hexano, de acetato de etilo y de

butanol, obtenidas por particién liquido-liquido de los extractos metandlicos de hojas de

Cordia boissieri y de raiz de Cyperus alternifolius, se evalu6 por la técnica de

microdilucién en placa. Se evallo la actividad con la cepa de S. aureus resistente a

oxacilina (IMSS-NL/HE25:01 y con la cepa de Staphylococcus aureus ATTC 25923

sensible a oxacilina). Los valores de CMI obtenidos se registran en la tabla 4.

Tabla 4. Porcentajes de recuperacion y valores de CMI de fracciones obtenidas de
extractos metandlicos de hojas de Cordia boissieri y de raiz de Cyperus alternifolius.

Actividad antimicrobiana, CMI

Solvente de (pg/mL)
Planta . . . - .
fraccionamiento Porcentaje de Microorganismos
Extracto con del extracto recuperacién Staphyl
mejor actividad . {apylococcus aureus
metandlico IMSS- Sensible
NL/HE25:01 ATCC 25923
Cordia boissieri Hexano 15.7 62.5 500
Metanélico de Acetato de etilo 214 62.5 125
Hojas Butanol 35.7 NA NA
Cyperus Hexano 11.6 500 NA
alternifolius Acetato de etilo 83 125 125
Metanélico de Rafz Butanol 18.3 250 250
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3.6 Aislamiento Biodirigido de Hojas de Cordia boissieri

3.6.1 Primera Extracciéon Masiva

De 800 gramos de hoja seca se obtuvieron 14 g de extracto de acetato de etilo libre

grasas o con poca cantidad de €stas.

3.6.1.1 Columna Flash (CF)
El extracto de acetato de etilo se fraccioné en columna flash con silica gel 60, las

fracciones obtenidas se muestran en la tabla 5.

3.6.1.1.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
Columna Flash. Se evalud la actividad antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas
de la columna flash contra la cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina

(IMSS-NL/HE25:01), por medio de la técnica de bioautografia. Los resultados se

muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Fracciones obtenidas de la columna flash y resultados de actividad
antimicrobiana,

. Actividad
Extracto sometido Fracciones obtenidas | 4, timicrobiana
a columna flash .
por bloautograﬂa |
FI1CF-190104-14 -)
F2CF-190104-14 ¢
F3CF-190104-14 ¢-)
FACF-190104-14 )
F5CF-190104-14 O]
. F6CF-190104-14 +)
Extracto de acetato de etilo de hojas de
F7CF-190104-14 )
Cordia boissieri
F8CF-190104-14 )
FOCF-190104-14 +)
F10CF-190104-14 @
F11CF-190104-14 (+)
F12CF-190104-14 )
F13CF-190104-14 )

3.6.1.2 Columna Lobar de Baja Presién en Silica gel (CLSG)
Las fracciones FOCF-190104-14, F10CF-190104-14, F11CF-190104-14 y F12CF-
190104-14 obtenidas de la columna flash, resultaron activas y se sometieron a

fraccionamiento en columna de baja presién lobar Si 60 (40-63 pm). Las fracciones

obtenidas se presentan en la tabla 6.

3.6.1.2.1 Evaluacion de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Lobar de Baja Presion en Silica gel. Se evalud la actividad
antimicrobiana de las fracciones obtenidas de las columnas lobar de silica gel contra la
cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina), por medio

de la técnica de bioautografia. Los resultados se presentan en la tabla 6.



Tabla 6. Fracciones obtenidas de las columnas de silica y resultados de actividad
antimicrobiana,

Fraccion obtenida de CF y Actividad
sometida Fracciones obtenidas | antimicrobiana
a columna lobar de baja presién de por bicautografia
silica gel
FILS-120204-16 )
F2LS-120204-16 )
F3LS-120204-16 €]
F4LS-120204-16 ¢
F5LS-120204-16 -}
F6LS-120204-16 &)
F7LS-120204-16 )
F8LS-120204-16 G
F9LS-120204-16 )
F10LS-120204-16 )
F11LS-120204-16 )
F12LS-120204-16 -)
F13LS1-20204-16 ¢
F14LS-120204-16 )
F9CF-190104-14 F15LS-120204-16 )
F16LS-120204-16 -)
F17LS-120204-16 )
F18LS-120204-16 (+)
F19LS-120204-16 ¢
F20LS-120204-16 Q)
F21LS-120204-16 (+)
F22L.8-120204-16 +)
F23LS-120204-16 Q)
F24LS-120204-16 &)
F25L.8-120204-16 )
F26L5-120204-16 )
F27L5-120204-16 ¢)
F28LS-120204-16 o)
F29LS-120204-16 ()




Tabla 6 (continuacion)

Fraccién obtenida de CF y Actividad
sometida Fracciones obtenidas | antimicrobiana
a columna lobar de baja presitn de por bicautografia
silica gel

F1LS-190204-17 )

F2LS-190204-17 )

F3LS-190204-17 )

FALS-190204-17 )

F5LS-190204-17 +)

F10CF-190104-14 F6LS-190204-17 +)
F7LS-190204-17 )

F8LS-190204-17 -

F9LS-190204-17 +)

F10LS-190204-17 )

F11LS-190204-17 )

F12LS-190204-17 )

F1LS-80304-18 +)

F2LS-80304-18 ()

F3LS-80304-18 )

F4LS-80304-18 3

F5LS-80304-18 €3]

F6LS-80304-18 )

F7LS-80304-18 )

F8LS-80304-18 )

FOLS-80304-18 )

F11CF-190104-14 F10L5-80304-13 ©
F11LS-80304-18 O]

F12LS-80304-18 “)

FI3LS-80304-18 &

F14L5-80304-18 )

F15LS-80304-18 +)

F16L5-80304-18 )

F17LS-80304-18 ®

F18LS-80304-18 )

F19LS-80304-18 )

F20LS-80304-18 )
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Tabla 6. (continuacién)

Fraccién obtenida de CF y Actividad
a columna lobar de baja presién de por bicautografia
silica gel
F1LS-210304-19 ()
F2LS-210304-19 O]
F3LS-210304-19 +)
F4LS-210304-19 (+)
F5LS-210304-19 &)
F6LS5-210304-19 ¢
F7LS-210304-19 G
F8LS-210304-19 )
F12CF-190104-14
FILS-210304-19 O]
F10LS-210304-19 )
F11LS-210304-19 Q)
F12L5-210304-19 )
F13LS-210304-19 Q)
F14LS-210304-19 )
F15L5-210304-19 ()
F16LS-210304-19 )

3.6.1.3 Columna Lobar de Baja Presién en Fase Reversa C18 (CLFR-C138)

Las fraccion F7LS-120204-16 y la fraccion F10LS-120204-16 obtenidas de la
columna Lobar de silica gel, de FOCF-190104-14 se sometieron a columna de baja
presion Lobar fase reversa C18. Las fracciones obtenidas estan registradas en la tabla 7.

3.6.1.3.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Lobar de Baja Presién en Fase Reversa C18. Se evalub la actividad
antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna Lobar fase reversa C18
contra la cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina),
por medio de la técnica de bioautografia. Los resultados se presentan en la tabla 7.
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Tabla 7. Fracciones obtenidas de la columna Lobar de baja presion de fase reversa -C18
y resultados de actividad antimicrobiana

Fracciones activas obtenidas de | Fracciones obtenidas de an g:ltiic":::gna
CLSG y sometidas a CLFR-CI18 CLFR-C18 por bioautografia |
FILFR-300504-29 -)
F2LFR-300504-29 )
F3LFR-300504-29 )
FALFR-300504-29 &
F5LFR-300504-29 )
F6LFR-300504-29 Q)
F7LFR-300504-29 *
F8LFR-300504-29 )
FILFR-300504-29 Q]
F10LFR-300504-29 )
F11LFR-300504-29 Q)
F7LS-120204-16
F12LFR-300504-29 Q)
F13LFR-300504-29 O]
F14LFR-300504-29 Q)
F15LFR-300504-29 -
F16LFR-300504-29 Q)
F17LFR-300504-29 Q)
F18LFR-300504-29 Q]
F19LFR-300504-29 Q)
F20LFR-300504-29 Q)
F21LFR-300504-29 Q)
F22LFR-300504-29 Q]
FILFR-010604-30 )
F2LFR-010604-30 )
F3LFR-010604-30 ()
F10LS-120204-16
F4LFR-010604-30 Q)
FSLFR-010604-30 Q)
F6LFR-010604-30 O]




Tabla 7. (continuaci6n).

Fracciones act‘ivas obtenidas de Fracciones obtenidas de :;\ct_ivida-d
CLSG y sometidas a CLFR-C18 CLFR-C18 anthllcroblana
por bioautografia

F7LFR-010604-30 (+)

FSLFR-010604-30 e

FOLFR-010604-30 )

F10LFR-010604-30 &)

F11LFR-010604-30 )

F12LFR-010604-30 +)

F13LFR-010604-30 )

F14LFR-010604-30 +)

F15LFR-010604-30 )

F16LFR-010604-30 ¢)

F17LFR-010604-30 )

F18LFR-010604-30 )

F19LFR-010604-30 8]

F10LS-120204-16 F20LFR-010604-30 &
F21LFR-010604-30 ¢)

‘F22LFR-010604-30 )

F23LFR-010604-30 )

F24LFR-010604-30 5]

F25LFR-010604-30 )

F26LFR-010604-30 )

F27LFR-010604-30 )

F28LFR-010604-30 5]

F29LFR-010604-30 -)

F30LFR-010604-30 8)

F31LFR-010604-30 &)

F32LFR-010604-30 )

F33LFR-010604-30
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3.6.1.3.2 Anailisis de Fracciones Obtenidas de la Columna Lobar de Baja
Presién de Fase Reversa C18 por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(CLAR FR-C18). Las fracciones activas obtenidas de las columnas Lobar FR-C18, se
analizaron por CLAR FR-C18 para revisar su pureza. Las fracciones analizadas se

muestran en la tabla 8, los cromatogramas se muestran en las figurasl a 15.

Tabla 8. Fracciones obtenidas de la columna Lobar de baja presién de fase reversa -C18
que fueron analizadas por CLAR FR -C18

Fracciones activas Fracciones activas obtenidas
obtenidas de CLSG y de CLFR-C18 y analizadas
sometidas CLFR-C18 por CLAR FR -C18

F3LFR-300504-29

F4LFR-300504-29

F5LFR-300504-29
F7LS-120204-16

F6LFR-300504-29

F7LFR-300504-29

FSLFR-300504-29

F7LFR-300604-30

F8LFR-300604-30

FOLFR-30604-30

F10LFR-300604-30

F10LS-120204-16 F11LFR-300604-30

F12LFR-300604-30

F13LFR-300604-30

F14LFR-300604-30

F15LFR-300604-30
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Fig. 1. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F3LFR-300504-29

1™

Fig. 2. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F4LFR-300504-29

5

Fig. 3. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién FSLFR-300504-29
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Fig. 4. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F6LFR-300504-29
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Fig. 5. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F7LFR-300504-29
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Fig. 6. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién FSLFR-300504-29
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Fig. 7. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fracciéon F7LFR-300604-30

Fig. 8. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién FSLFR-300604-30
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Fig. 9. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién FOLFR-300604-30
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Fig. 10. Cromatograma CLAR FR-CI18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F10LFR-300604-30
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Fig. 11. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F1 1LFR-300604-30
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Fig. 12. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F12LFR-~300604-30
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Fig. 13. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F13LFR-300604-30

Fig. 14. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién FI4LFR-300604-30
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Fig. 15. Cromatograma CLAR FR-C18 (A 270 nm) y espectro UV-Vis de la fraccién F15LFR-300604-30

3.6.1.4 Columna de Exclusion Molecular (EM)

Las fracciones activas obtenidas de la columna Lobar FR-18 se pasaron por una
columna de exclusién molecular para purificar las fracciones, se observé que se
removian los pigmentos fotosintéticos, las fracciones obtenidas se analizaron por CLAR
FR-C18, Los resultados se presentan en la tabla 9, los cromatogramas se presentan en las
figuras 16 y 17. Las fracciones que contenian clorofilas fueron descartadas. En los
cromatogramas no se observd ninguna fraccion pura, ademds las cantidades de cada
fraccion no eran suficiente para continuar con la purificacion por lo que se decidid

realizar una segunda extraccion masiva.



Tabla 9. Fracciones obtenidas de la columnas de exclusiéon molecular.

84

Fracciones activas

Fracciones activas obtenidas

Fracciones de

obtenidas de CLSG y de CLFR-C18 y sometidas a Fracclo;:sEtl)vl;temdas pigmentos
sometidas CLFR-C18 EM fotosintéticos
F1EM-120704-53 e
F3LFR-300504-29 F2EM-120704-53 -—
F3EM-120704-53 E—
F4EM-120704-53 —
F4LFR-300504-29 -
FSEM-120704-53 Pigmentos
fotosintéticos
F6EM-120704-53 ——
F5LFR-300504-29 F7EM-120704-53 ——
FS8EM-120704-53 Pigmentos
fotosintéticos
F9EM-120704-53 —
F7LS-120204-16 F6LFR-300504-29 F10EM-120704-53 m—
F11EM-120704-53 Pigmentos
fotosintéticos
Fi2EM-120704-53 —
F13EM-120704-53 S
F7LFR-300504-29 F14EM-120704-53 ——e
F15EM-120704-53 Pigmentos
fotosintéticos
F16EM-120704-53 e
F17EM-120704-53 ——
FS8LFR-300504-29 F18EM-120704-53 —
F19EM-120704-53 Pigmentos

fotosintéticos




Tabla 9. (continuacién)
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Fracciones activas

Fracciones activas obtenidas

Fracciones obtenidas

Fracciones de

F10LS-120204-16

obtenidas de CLSG y de CLFR-C18 y sometidas a de EM pigmentos
sometidas CLFR-C18 EM fotosintéticos
FI1EM-180704-54 ——
F7LFR-010604-30 F2EM-180704-54 -
F3EM-180704-54 Pigmentos
fotosintéticos
F4EM-180704-54 ———
FSLFR-010604-30 F5EM-180704-54 —_—
F6EM-180704-54 Pigmentos

fotosintéticos

F7EM-180704-54

FOLFR-010604-30 FS8EM-180704-54 —
FOEM-180704-54 Pigmentos
fotosintéticos
F10EM-180704-54 —
FIOLFR-010604-30 F11EM-130704-54 -
F12EM-180704-54 Pigmentos
fotosintéticos
F13EM-180704-54 —
F14LFR-0100604-30 F14EM-180704-54 —
FI15EM-180704-54 Pigmentos
fotosintéticos
F16EM-180704-54 —_
F15LFR-010604-30 FI7EM-180704-54 -
F18EM-180704-54 Pigmentos

fotosintéticos
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Fig. 16. Cromatogramas (A 270 nm) de las fracciones obtenidas de las columnas de exclusién molecular
provenientes de F3LFR-300504-29, FALFR-300504-29, F5LFR-300504-29, F6LFR-300504-29, FTLFR-
300504-29, FSLFR-300504-29
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Fig. 17. Cromatogramas (A 270 nm)de las fracciones obtenidas de las columnas de exclusién molecular
provenientes de F7LFR-010604-30, F8LFR-010604-30, F9LFR-010604-30, F10LFR-010604-30,
F14LFR-0100604-30, F15LFR-010604-30
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3.6.2 Segunda Extraccion Masiva

De 2 Kg de hoja molida de la planta Cordia boissieri, se obtuvieron 20 g de extracto

de acetato de etilo libre de grasas o con poca cantidad de éstas.

3.6.2.1 Columna Flash (CF)
El extracto de acetato de etilo se fraccioné en columna flash con silica gel 60, las

fracciones obtenidas se muestran en la tabla 10.

3.6.2.1.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Flash. Se evalu6é la actividad antimicrobiana de todas las fracciones
obtenidas de la columna flash contra la cepa de S. aureus resistente a oxacilina, (IMSS-
NL/HE25:01), por medio de la técnica de bioautografia. Los resultados se muestran en la
tabla 10. Una fotografia de la bioautografia de algunas fracciones obtenidas se muestra
en la figura 18.

Tabla 10. Fracciones obtenidas de la columna flash y resultados de actividad
antimicrobiana.

i Actividad
Extracto sometido Fracciones obtenidas | 4ntimicrobiana
a columna flash .
por bioautografia |
F1CF-221104-72 8]
F2CF-221104-72 )
Extracto de acetato de etilo de hojas de F3CF-221104-72 &)
Cordia boissieri F4CF-221104-72 +)
F5CF-221104-72 )
F6CF-221104-72 )
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/ Inhibicion

F2CF-221104-72 F3CF-221104-72

Fig. 18. Bioautografia de fracciones obtenidas de la columna flash. A la izquierda se presenta una
bivautografia donde se observa un érea clara de la inhibicién del crecimiento causado por la fraccién
F2CF-221104-72, el #érea obscura es crecimiento microbiano revelado con MTT, también se presenta la
cromatoplaca “gemela” donde se observa la mancha responsabie de la inhibicion del crecimiento
microbiano. A la derecha se observa la inhibicién de crecimiento de dos fracciones y la cromatoplaca
gemela.

3.6.2.2 Columna Lobar de Baja Presién en Silica (CLSG)
Las fracciones F2CF-221104-72 y F3CF-221104-72 eluidas de la columna flash,
resultaron activas y se sometieron a fraccionamiento en columna de baja presién Lobar

Si 60 (40-63 um). Los fracciones obtenidas se muestran en la tabla 11.

3.6.2.2.1 Evaluacién de Actividad Antimicrobiana de Fracciones Obtenidas de
la Columna Lobar de Baja Presién en Silica gel. Se evalué la actividad

antimicrobiana de las fracciones obtenidas de las columnas lobar de silica gel contra la
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cepa de Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina) por medio

de la técnica de bioautografia. Los resultados se presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Fracciones obtenidas de las columnas Lobar de baja presion de silica y
resultados de actividad antimicrobiana

Fraccién obtenida de CF y Actividad
sometida Fracciones obtenidas apntimicrobiana
a CLSG por bioautografia
FILS-121204-72 )
F2LS-121204-72 -)
F3LS-121204-72 (+)
FALS-121204-72 ™)
F5LS-121204-72 @)
E2CF-221104-72 F6LS-121204-72 )
F7LS-121204-72 )
F8LS-151204-72 )
F9LS-121204-72 +)
F10LS-121204-72 )
F11LS-121204-72 )
F12L8-121204-72 )
FILS-151204-73 ¢-)
F2LS-151204-73 )
F3LS-151204-73 @
F4LS-151204-73 o)
F5LS-151204-73 ™)
F3CF-221104-72 F6LS-151204-73 ()
F7LS-151204-73 )
F8LS-151204-73 )
F9LS-151204-73 *)
F10LS-151204-73 )
F11LS-151204-73 )
F12L8-151204-73 )
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3.6.2.3 Columna Lobar de Baja Presién en Fase Reversa C-18 (CLFRC18)
Algunas fracciones provenientes de la columna Lobar de silica gel se eligieron para
separar compuestos activos y se sometieron a columna de baja presién Lobar FR-C18.

Las fracciones elegidas estin registradas en la tabla 12.

3.6.2.3.1 Evaluacién de la Actividad Antimicrobiana de las Fracciones
Obtenidas de la Columna Lobar Fase Reversa C18. Se evalué la actividad
antimicrobiana de todas las fracciones obtenidas de la columna Lobar FR-C18 por
medio de la técnica de bioautografia. Se evaludé unicamente con la cepa de
Staphylococcus aureus (IMSS-NL/HE25:01 resistente a oxacilina). Los resultados

obtenidos estdn registrados en la tabla 12.

3.6.2.3.2 Anilisis de las Fracciones Obtenidas de la Columna Lobar Fase
Reversa C18 por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR FR-C18). Las
fracciones activas obtenidas de la columna Lobar FR-C18, se sometieron a
cromatografia analitica por cromatografia liquida de alta resolucién FR-C18 para revisar
pureza. Las fracciones analizadas se enumeran en la tabla 12 y los cromatogramas se

muestran en las figuras 19 a 23.



Tabla 12. Fracciones obtenidas de la columna Lobar de baja presién de fase reversa -
C18 analizadas por CLAR FR-C18 y resultados de actividad antimicrobiana

Fracc.iones activas Fracciones obtenidas t\ct.ividad
obnidn e CLSG | CLrClay nalndas | imirobes
CLFR-C18 CLAR FR-C18
FILFR-30105-82 ND
F2LFR-30105-82 ND
F3LFR-30105-82 ND
F4LFR-30105-82 ND
F5LFR-30105-82 ND
F6LFR-30105-82 ND
F5LS-121204-72 F7LFR-30105-82 ND
F8LFR-30105-82 ND
F9LFR-30105-82 ND
F10LFR-30105-82 ND
FI1LFR-30105-32 ND
F12LFR-30105-82 ND
F13LFR-30105-82 ND
F14LFR-30105-82 ND
FiLFR-40105-83 ND
F2LFR-40105-83 ND
F3LFR-40105-83 ND
F4LFR-40105-83 ND
FSLFR-40105-83 ND
F6LFR-40105-83 ND
F6LS-121204-72 F7LFR-40105-83 ND
F8LFR-40105-83 ND
FOLFR-40105-83 ND
F10LFR-40105-83 ND
F11LFR-40105-83 ND
F12LFR-40105-83 ND
F13LFR-40105-83 ND




Tabla 12. (continuacién)

Fracc_iones activas Fracciones obtenidas Actividad
°b';';':u’::t‘:;£:‘sc CLFR-C18 y analizadas p:':_t:::::::‘;:;‘::;a
CLFR-C18 CLAR FR-C18
FILFR-40105-84 ND
F2LFR-40105-84 ND
F3LFR-40105-84 ND
F4LFR-40105-84 ND
F5LFR-40105-84 ND
FILS. 12120472 FGLFR-40105-84 ND
F7LFR-40105-84 ND
F3LFR-40105-84 ND
F9LFR-40105-84 ND
FIOLFR-40105-84 ND
FI1LFR-40105-84 ND
F12LFR-40105-84 ND
FILFR-281204-78 +
F2LFR-281204-78 )
F3LFR-281204-78 +
FALS-151204.73 FALFR-281204-78 )
F5LFR-281204-78 -
F6LFR-281204-78 )
F7LFR-281204-78 +)
F8LFR-281204-78 )
FILFR-271204-76 &)
F2LFR-271204-76 )
F3LFR-271204-76 B
FALS-151204-73 FALFR-271204-76 105
FSLFR-271204-76 T5)
F6LFR-271204-76 75)

F7LFR-271204-76

S
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Tabla 12. (continuacién)

Fracciones activas Fracciones activas Actividad
it e CLSCY | ovnam cLmCtsy | bl
Ci18 analizadas CLAR FR-C18
FILFR-261204-75 )
F2LFR-261204-75 &)
F3LFR-261204-75 @
F5LS-151204-73 F4LFR-261204-75 *®
FSLFR-261204-75 ®
F6LFR-261204-75 )
F7LFR-261204-75 )
F1LFR-301204-79 “)
F2LFR-301204-79 Q)
F3LFR-301204-79 )
F6LS-151204-73 FALFR-301204-79 5)
F5SLFR-301204-79 )
F6LFR-301204-79 )
F7LFR-301204-79 )
FILFR-311204-80 Q)
F2LFR-311204-80 O
FILS-151204.73 F3LFR-311204-80 8]
F4LFR-311204-30 o)
F5SLFR-311204-30 )
F6LFR-311204-80 )

ND, No determinada
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Fig. 19, Cromatogramas (A 250nm) de fracciones activas obtenidas de CLFR C18 de F3LS-151204-73
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Fig. 23. Cromatogramas de (? 250nm) fracciones activas obtenidas de la CLFR C18 de F7LS-151204-73
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3.7 Purificacién y Determinacién de la Estructura Quimica de Compuestos Activos

A la fraccién F3LFR-261204-75 obtenida de la columna lobar fase reversa C18
se le evaporé lentamente el solvente (metanol) y se obtuvo 15.2 mg de un precipitado
blanco en forma de polvo, el cual se someti$ a andlisis de CLAR FR-C18 para revisar su
pureza, a estudios de espectroscopia UV-Vis, IR, 'HRMN y BCRMN, estudios de

resonancia de doble dimensidén y espectrometria de masas para obtener su estructura.

3.7.1 Analisis de Pureza

En el cromatograma de CLAR de la fraccion F3LFR-261204-75 se observa un solo
pico con tiempo de retencion, 1.879 minutos, cuyo andlisis de pureza indica que esta
puro. Este anélisis se complementa con el analisis de '"HRMN que también arroja sefiales

muy limpias que indica pureza, el cromatograma se muestra en la figura 24.
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Fig. 24. Cromatograma (), 250nm) de la fraccién F3LFR-261204-75 y anélisis de pureza
3.7.2 Espectroscopia UV-Vis

El espectro UV-Vis del compuesto F3LFR-261204-75 se muesira en la figura 25. Se

puede notar que el compuesto absorbe muy poco en el rango UV-Vis.

1 Peak #1
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Fig. 25. Espectro ultravioleta-visible del compuesto F3LFR-261204-75
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3.7.3 Espectroscopia IR

El espectro infrarrojo del compuesto F3ILFR-261204-75 indica que la molécula
tiene una funcién carbonilo (1715 cm™), que presenta dobles enlaces olefinicos (1645
cm™) y que no presenta aromdticos en su estructura. El especto IR se observa en la

figura 26.
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Fig. 26. Espectro infrarrojo del compuesto F3LFR-261204-75

3.7.4 Espectroscopia de RMN

Al compuesto F3LFR-261204-75 se le realizaron los siguientes espectros de
resonancia: '"HRMN, *CRMN, DEPT, espectros de doble dimensién, HMBC, HMQC,

COSY y experimentos NOE (Figuras 27 a 32).



103

RIS 2 AT APT TS R TR
| A 519 " 5
| ] 4 N |

N 0433
h— L ¥ L} L]
20 1.8 12 o8

REASREVEECASNAGRAZEN
O s e

Ll

T v L
2.0

Fig. 27. Espectro de 'HRMN del compuesto F3LFR-261204-75
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Fig. 28. Espectro de "CRMN del compuesto F3LFR-261204-75
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Fig, 29. Espectro DEPT 135 del compuesto F3LFR-261204-75
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Fig. 31. Espectro HMBC (7 Hz)del compuesto F3LFR-261204-75
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Fig. 33. Espectro de masas del compuesto F3LFR-261204-75



