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Con la ayuda del los espectros DEPT (Fig. 29), los de doble dimensién, HMQC
(Fig. 30), HMBC (Fig. 31), COSY (Fig.32) y experimentos nOe se obtiene la estructura
de un triterpeno (Fig. 34) cuyo peso molecular 454, se confirma con el espectro de
masas (Fig. 33). Los desplazamientos quimicos de Carbono e hidrégeno se presentan en

la tabla 13.

30CH3

Fig. 34. Estructura del compuesto F3LFR-261204-75 aislado de hojas de Cordia boissieri
(La numeracion no sigue la nomenclatura [UPAC)
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Tabla 13. Desplazamiento quimico de carbono e hidrégenos del compuesto en los
espectros de RMN

Desplazamiento . :
Carbono Tipo qﬁimicos de y Desplaz?mlentos quimicos
Carbono (ppm) de Hidrégeno (ppm)
1 CH 203.2859 9.83 (t, /=2 Hz)
2 C 184.6507
3 C 154.3525
4 CH, 107.2511 492 (d, ~1.2Hz)
4.87 (5)
5 CH, 65.0350 4.12 (d, /~14.4 Hz)
4.07 (d, /=144 Hz)
6 CH, 50.9160 2.34 (s)
7 CH 50.3858 2.23 (m)
3 CH 48.7149 1.46 (m)
9 C 45.5408
10 CH 44.4873 1.88 (dd, /=12 y 2.1 Hz)
11 CH 43.6619 2.28 (m)
12 C 43.0848
13 C 42,9975
14 C 42.5815
15 C 40.9508
16 CH, 39.7563 1.38 (m)
1.23 (m)
17 CH 37.9982 1.65 (m)
18 CH; 35.2804 1.48 (m)
1.39 (m)
19 CH; 33.5893 1.48 (m)
20 CH, 31.6969 2.06 (m)
1.33 (m)
21 CH,3 29.2476 1.28 (s)
22 CH, 27.3552 1.04 (m)
23 CH, 26.4292 1.42 (m)
24 CH;3 21.8324 1.21 (s)
25 CH, 21.3090 1.43 (m)
26 CH, 19.9870 0.95 (s)
27 CH, 19.7454 1.60 (m)
28 CH;, 17.7189 0.78 (s)
29 CH; 16.0748 1.05 (s)
30 CH, 14.3703 0.94 (s)




3.8 Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria

de] Compuesto Aislado y Otras Fracciones Activas
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Se determiné la concentracion minima inhibitoria del compuesto F3LFR-

261204-75 y de las fracciones F6LFR-281204-78 y FS8LFR-281204-78 contra

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae. Los

resultados se muestran en la tabla 14.

Tablal4. CMI del compuesto puro y dos fracciones sobre microorganismos causantes de
infecciones respiratorios.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) pg/mL / pmol
Microorganismo Extracto C ompu esto .
- aislado F6LFR-281204-78 | FSLFR-281204-78 | Cefalotina
original | y; p 26120475
Staphylococcus aureus
IMSS-NL/HE25:01 250 62.5/0.137 7.81 7.81 31.25/0.078
Resistente a oxacilina
Staphylococcus aureus
ATTC 25923, 250 NR 31.25 125 0.030
Sensible a oxacilina
Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619 125 31.25/0.068 NA NA 0.95 /0.002
Resistente a oxacilina
Streptococcus pneumoniae
InDRE 24-CCpn-02 125 31.25/0.068 250 250 7.8170.019
Resistente a oxacilina,
Haemophilus influenzae
tipe b 500 NA NA NR 0.48
ATCC- 49247. ’
Resistente a ampicilina
Haemophilus influenzae
tipo b NA NA NA NR 095
InDRE- 90-CCH-02. )
Sensible a ampicilina

NA, No activo a las concetraciones probados. NR, No realizado.



CAPIfTULO 4

DISCUSION

Las enfermedades infecciosas representan una importante causa de muerte a
nivel mundial y dentro de ellas tienen un papel prominente las enfermedades
respiratorias (WHO Report, 2004; Rojas y cols., 2001; Brundtland, 2000; PAHO, 2002).
Gran parte de estos altos indices de mortalidad son debidos a la aparicién de patdgenos
respiratorios que son resistentes a los antibidticos B-lactimicos y en los ltimos afios
también a la vancomicina. Enfre los microorganismos mecionados son importantes
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus
(Brundtland, 2000). Por otra parte, el aumento en el uso de las plantas medicinales para
el tratamiento de muchas enfermedades, entre ellas las que afectan a las vias
respiratorias, hace necesario su estudio sistematico para conocer sus principios activos
(Estrategia de la OMS sobre medicinal tradicional 2002 — 2005). Ademas de contener
compuestos con alguna actividad terapéutica, las plantas pueden contener t6xicos que es
necesario conocer ¥ por lo tanto se deben analizar para hacer uso racional de ellas

(Capasso y cols., 2000; Tyler, 1999). Otro aspecto importante de estudiar la
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composicién quimica de las plantas usadas en medicina tradicional, es que entre los
compuestos con diversas actividades que se han aislado de plantas hay un gran nimero
con actividad antimicrobiana o que sirven de base para obtener compuestos con ésta

actividad. (Cremin y cols., 2002; Murphy, 1999; Nicolau y cols., 1998).

En la regién noreste de México se ha investigado poco acerca de las principios
activos de las plantas. Por esta razdn se decidi§ realizar este proyecto para investigar

plantas usadas para el tratamiento de infecciones respiratorias.

Hay varios criterios a seguir para iniciar la busqueda de principios activos a partir
de plantas, como son: el criterio etnobotanico, el quimitaxondémico y el ecoldgico
(Madari y cols., 2004; Cordell, 2000). En esta investigacién se estudiaron 16 plantas
elegidas en base al criterio etnobotinico (Adame y cols., 2000) y 4 de acuerdo al criterio
quimiotaxonémico (tabla 1) (Habibi y cols., 2000; Ankli y cols. 2002; Haznedaroglu y
cols., 2001; Chen y cols., 2002). La razén de basar nuestra eleccién siguiendo el criterio
etnobotdnico es validar el uso que hace la medicina popular de la regién noreste de
México de esas plantas. Las 3 especies de salvia y Eupatorium cardiophylum se
eligieron por criterio quimiotaxondémico porque al realizar la revisién biliografica de
plantas con actividad antimicrobiana, se encontraron especies activas, relacionadas
taxondémicamente con las que se reportan en este trabajo (Ulubelen y cols., 2001;

Cantrell y cols., 1998).

En los estudios sobre actividad antimicrobiana de plantas, se han utilizado

diversos métodos de extraccion, con solventes de diferentes polaridades o mezclas de
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algunos de ellos. La eleccion de un solvente en particular estd basada en algunos
criterios: por ejemplo si ya se conoce la naturaleza del compuesto que se busca o el
grupo fitoquimico de que se trata (Springfield y cols., 2003); algunos autores eligen la
técnica y solventes con base en antecedentes de extractos 0 compuestos obtenidos de
especies o géneros relacionados con la planta sujeta a investigacién. Por otra parte,
también se toma en cuenta el tipo de estudio que se va a realizar, si es con una sola
planta o si se va a hacer un tamizaje con varias plantas. Entre algunos solventes y
métodos reportados en diferentes estudios se¢ encuentran maceracién con cloroformo
(Navarro y cols., 1998; Hababi y cols., 2000; Rojas 2001), maceracién del material
vegetal con etanol ( Dimayuga y cols., 1998), hexano y diclorometano en extracciones
sucesivas en Soxhlet (Lechner y cols., 2004), una mezcla de diclorometano y metanol
por maceracion (Ankli y cols., 2002), metanol, acetato de etilo o acetona por maceracién
o0 agitacion del material vegetal (Yasunaka y cols., 2005; Salvat y cols., 2001; Elof,
1998; Li y cols., 1997), metanol en Soxhlet (Morel y cols., 2002). Murphy (1999) en una
revision bilbiografica sobre los solventes utilizados en extracciones y el tipo de
compuestos obtenidos que resultaron activos contra microorganismos, encontrd que el
metanol es el solvente mas usado y con el que se extrae mas amplia gama de
compuestos. En ¢l presente trabajo se utilizé6 metanol para la extraccién en la mayoria de
las plantas estudiadas, ya que se trataba de obtener el mayor nimero de constituyentes
posibles para probar su actividad antimicrobiana. Solamente para dos plantas se utilizé
otro solvente: hexano para extraer metabolitos del fruto de Schinus molle ya que se
conoce la naturaleza aceitosa de esta parte de esta planta, Para el caso de Chrysactinia
mexicana se uso éter etilico previo al tratamiento con metanol, por ser una planta con

alto contenido en aceites esenciales.
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Los porcentajes de recuperacioén obtenidos para los extractos orgdnicos estin en
un rango entre 1,.2% para el extracto de éter etilico de la raiz de Chrysactinia mexicana y
39.2% para el extracto metandlico de flor de Leucophylum frutescens (tabla 2). El dato
del porcentaje de recuperacion es importante, ya que en caso de aislar un compuesto con
buena actividad antimicrobiana se puede estimar si es costeable o no su aislamiento en
grandes cantidades o se puede intentar obtenerlo de otras fuentes naturales (como por

ejemplo algunas especies relacionadas) o por la via de sintesis.

La determinacién de la actividad antimicrobiana se realizé por la técnica de
microdilucion en caldo como lo indica el manual NCCLS (documento M100-S12, 2002,
2002). Para el desarrolio de la técnica en microplacas se depositan 200 pL de agua
destilada en los pozos de la orilla para evitar la evaporacién de los pozos de prueba y las
condiciones de analisis no sufran variacion. En lo que respecta a las concentraciones de
los extractos a analizar, no existe una guia que indique cual concentracion de un extracto
debe considerarse como la més alta para que dicho extracto se considere activo. Se
realiz6 una buisqueda bibliografica y se encontré6 que los rangos de concentraciones
analizadas varian mucho en los diferentes estudios: por ejemplo, en un estudio por
técnica de microdilucion se tomé la concentracién de 64 pg/ml. como alta actividad para
un extracto, una concentracion de 128 a 512 pg/mL como actividad moderada y se tomé
como ausencia de actividad antimicrobiana una concentracién igual o mayor de 1024
pg/mL (Yasunaka y cols., 2005); para otro autor la concentracion del punto de corte es
de 500 pg/mL (Salvat y cols., 2001); otros autores aunque no indican cual es la

concentracién mas alta a la que consideran activo un extracto, utilizan en sus bioensayos
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concentraciones de hasta 50, 000 pug/mL (Springfield y cols., 2003). En este estudio se
tenfa que fijar un rango de concentraciones donde la concentracién més alta, no dejara
fuera de posteriores estudios a plantas de uso popular que pudieran resultar importantes
y por otra parte que dicho punto de corte permitiera en caso de llegar a obtener un
compuesto puro activo, que éste pudiera competir con los antimicrobianos
convencionales. Finalmente para el estudio de los extractos analizados en este trabajo se

decidié usar como punto de corte 500 pg/mL, por lo que se prepararon concentraciones

en un rango de 31.25 pg/mL a 500 pg/mL.

Es importante encontrar nuevos farmacos o alternativas de tratamiento contra los
microorganismos elegidos para este estudio ya que son los causantes de un amplio
espectro de infecciones pedidtricas y de adultos adquiridas en la comunidad asi como
intrahospitalarias; dichas afecciones incluyen: otitis media, sinusitis, exacerbaciones
agudas de bronquitis crénica, neumonia, bacteremia y mehingitis (Jacobs y cols., 1999;
Cedric, 1995). La neumonia cobra alrededor de 2.7 millones de vidas por afio en
menores de 5 afios de edad y constituye la principal causa de mobimortalidad en la
infancia (Hortal y cols., 2000), este problema se acent(a debido a la resistencia de estos
microorganismos a los diversos antimicrobianos como los B-lactamicos, macrélidos,
trimetroprim-sulfametoxazol, vancomicina entre otros. (Hsueh y cols., 2000; Mitscher y
cols., 1999; Brundtland, 2000; Jacobs y cols. 1999). Dada la importancia de los
microorganismo causantes de estas infecciones resistentes a diversos antibiéticos, en
este estudio se incluyd una cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina aislada

y caracterizada en el IMSS, dos cepas de Streptococcus pneumoniae resistentes a
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oxacilina y una cepa de Haemophilus influenzae resistente a ampicilina. aisladas y

caracterizadas en el InDRE.,

El crecimiento de los microorganismos estudiados en este trabajo es de facil
observacion por ser bacterias de crecimiento rapido, su desarrollo en caldo puede leerse
a simple vista por observacién de turbidez del medio de cultivo; sin embargo, en la
presente investigacion se utilizé el alamar azul que es un revelador que indica presencia
de actividad metabdlica; este indicador se usé unicamente para evidenciar el crecimiento
de Staphylococcus aureus y Hemophilus influenzae. Hay pocos trabajos reportados para
evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de plantas que describen el uso del
alamar azul para revelar el crecimiento de los microorganismos (Salvat y cols., 2001;

Franzblau y cols., 1998; Biosource).

Los extractos utilizados en la determinacién de alguna actividad normalmente
presentan color, lo cual representa alguna dificultad al momento de revisar los
resultados, en este trabajo ademas de presentarse esta situacion, algunos extractos
después de la- incubacion presentaban turbidez que se pensaba era debido al crecimiento
microbiano, pero al revisar su correspondiente control de extracto méas medio de cultivo
sin microorganismo, también se observaba turbidez; para resolver este problema el uso
del alamar azul resulté de gran ayuda, ya que al revisar el color del medio se evidenciaba
si habia 0 no actividad metabdlica por crecimiento del microorganismo aunque hubiera

turbidez del extracto.
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Para Streptococcus pneumoniae no se utilizé el alamar azul ya que el color de
éste presentaba interferencia con el color normal del medio de cultivo y no se lograba
distinguir los pozos donde habia crecimiento. Para leer los resultados de la actividad de
los extractos contra este microorganismo, la presencia de turbidez se tomé como
indicador de crecimiento bacteriano. La ausencia de turbidez se tomé como evidencia de
no crecimiento bacteriano. Ademas el color del medio cambié de rojo a amarillo cuando

hubo crecimiento.

Se encontraron tres extractos metandlicos activos para las dos cepas, tanto la
sensible como la resistente de Staphylococcus aureus; estos fueron el extracto de hojas
de Cordia boissieri, raiz de Ceanothus coeruleus y raiz de Cyperus alternifolius (tabla

3).

Resultaron 10 extractos activos para las cepa de Haemophilus influenzae
resistente a ampicilina ATCC 49247, estos fueron los exfractos metandlicos de la
corteza y raiz de Schinus molle, el extracto hexanico del fruto de la misma planta, los
extractos metanélicos de hojas de Cordia boissieri, de raiz de Ceanothus coeruleus, de
raiz de Cyperus alternifolius, de hojas de Phyla nodiflora, de flor de Salvia reflexa y el
extracto de éter etilico de la raiz y de la flor de Chrysactinia mexicana. Para la cepa
sensible de Haemophilus influenzae INDRE 90-cch-02, 4 extractos resultaron activos, los
extractos metandlicos de raiz de Schinus molle y €l de la raiz de Ceanothus coruleus,
ademas el extracto acuoso de las hojas de Leucophylum frutescens, y el extracto de éter

etilico de la raiz de Chrysactinia mexicana. Es importante mencionar que para ninguna



116

de las dos cepas de Haemophilus influenzae estudiadas los valores de CMI fueron

inferiores a los 500 pg/mL (tabla 3).

Se encontraron 25 extractos activos provenientes de 13 plantas para la cepa de
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 resistente a oxacilina,. Fueron activos los
extractos metandlicos de hoja, flor y raiz de Schinus molle ademas del extracto hexénico
de fruto. También resultaron activos los extractos metanélicos de hoja, flor y fruto de
Cordia boissieri, de hoja y raiz de Leucophylum frutescens, de flor y raiz de Salvia
reflexa, de hojas de Salvia affin hispanica, de raiz de Phyla nodiflora, de raiz de
Colubrina greggi, de raiz de Rivinia humilis, de raiz de flor/fruto de Scutellaria elliptica,
de raiz de Ceanothus coeruleus, de flor/fruto de Sambucus mexicana, de hojas, flora y
raiz de Eupatorium cardiophilum, de hojas y flor de Eupatorium odoratum y el extracto
de éter etilico de la raiz de Chrysactinia mexicana. Para la otra cepa de Streptococcus
pneumoniae InDRE 24-ccpn-02 también resistente a oxacilina, se encontraron 44 -
extractos activos provenientes de 18 plantas, las Unicas plantas que no presentaron
actividad fueron Salvia coccinea, Smilax bona nox y Heliotropium angiospermum. De
los resultados obtenidos se puede notar que las dos cepas de Streptococcus preumoniae
fueron las més sensibles a la mayoria de los extractos probados, aunque 28 de ellos con
un valor de CMI de 500 pg/mL; sin embargo, los resultados més notables se obtuvieron
con los extractos hexanicos del fruto de Schinus molle que presentaron un valor de CMI

de 62.5 pg/mL para ambas cepas resistentes a oxacilina (tabla 3).
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De las 16 plantas elegidas por criterio etnobotanico para la realizacién de esta
investigacion, 87.5 % resultaron activas al menos para un microorganismo (tablas 1 y 3).
Los resultados de actividad, justifican de cierta manera el uso de estas plantas en la

medicina tradicional.

Cabe aclarar que si bien la mayoria de las especies se seleccionaron siguiendo el
uso de la medicina tradicional de la regién noreste de México o porque existian reportes
de especies relacionadas en uso actualmente en la medicina herbolaria (Diaz, 1976;
Mendieta y cols., 1981; Enciclopedia de medicina herbolaria, 1994 y Adame y cols.,
2000), también existen reportes cientificos de la actividad antimicrobiana de algunas de

las especies colectadas o de otras pertenecientes al mismo género.

Existen reportes cientificos de actividad antimicrobiana de 13 plantas (o especies -
realacionadas a ellas) que en este trabajo mostraron actividad, (tabla 1). Estas plantas
son: Ceanothus coeruleus, Clematis drummondii, Colubrina greggii, Cordia boissieri,
Chrysactinia mexicana, Cyperus alternifolius, Eupatorium cardiophylum, Eupatorium

odoratum, Phyla nodiflora, Rivinia humilis, Salvia chia, Salvia reflexa y Schinus molle.

En la medicina herbolaria estan reportadas especies del género Heliotropium y
del género Smilax contra afecciones respiratorias; ademas del género Heliotropium se
han aislado compuestos activos contra Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae y Klebsiella Pneumoniae; sin embargo, en el tamizaje realizado en esta
investigaciébn ambas plantas resultaron inactivas a las concentraciones probadas contra

las cepas sometidas a estudio.
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De las plantas analizadas, las mas interesantes por la actividad que presentaron
contra el mayor nimero de cepas analizadas son el extracto metanélico de Cordia
boissieri, y los extractos metandlicos de raiz de Ceanothus coeruleus y Cyperus
alternifolius. En la literatura estd reportado el uso en la medicina popular de Cordia
bossieri, Cordia. dodecandra, Cordia. globosa, Cordia sebestena y Cordia sonorae,
como antitusivos (Diaz, 1976; Adame y cols., 2000) también se reporta a Cordia
boisssieri y Cordia dodecandra como anticatarrales y a Cordia alliadora para
enfermedades del sistema respiratorio en general (Diaz, 1976). Por otra parte, El-Sayed
y cols. (1998), reportaron el uso de Cordia macleodii en infecciones urinarias,
enfermedades pulmonares y como astringente y aislaron compuestos fendlicos y
flavonoides, aunque no mencionan la realizacion de pruebas de actividad
antimicrobiana. Existen otros estudios donde se revisé la actividad anti-inflamotoria de
Cordia francisci, Cordia martinicensis, Cordia myxa, Cordia serratifolia y Cordia
ulmifolia (Rapisarda y cols., 1992). Otros reportes de compuestos activos aislados de

plantas de este género se discutirin méas adelante.

D¢ las plantas relacionadas con Ceanothus coeruleus, Xing-Cong-Li y cols.
(1997), reportaron el uso popular de Ceanothus americanus en lavados bucales y dolor
de dientes, también describieron el aislamiento de triterpenos y flavonoides que
presentan actividad contra bacterias bucales como Streptococcus mutans entre otras.
Como ya se mostré en los resultados, en esta investigacion se encontré actividad de

Ceanothus coeruleus contra las 6 cepas analizadas aunque con un valor de CMI de 500
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pg/mL que se consideré en este trabajo como punto de corte para catalogar cualquier

extracto como activo.

En lo que se refiere a Cyperus alternifolius, Dimayuga y cols. (1998),
describieron el uso popular de la especie relacionada Cyperus esculentus para tratar
fiebre, tos, resfriado, dolor de cuerpo y reportaron actividad del extracto etandlico de la
planta entera contra Staphylococcus aureus. En otro estudio Koné y cols. (2064),
probaron la actividad de un extracto hidroalcohdlico de la raiz de Cyperus articulatus
contra Staphylococcus aureus - pero no encontraron actividad contra este
microorganismo. En el tamizaje realizado en el presente trabajo se encontré actividad de
Cyperus alternifolius contra las dos cepas de Staphylococcus aureus, una de

Haemophilus influenzae y una de Streptococcus pneumoniae.

Con respecto a especies relacionadas con Schinus molle, Martinez y cols. (1996),
mencionan la actividad antimicrobiana de Schinus terebenthifolius contra bacterias y
hongos. Por otra parte Gundiza (1993) report6 la actividad de aceites esenciales de hojas
de Schinus molle contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, entre otras bacterias. En el bioensayo realizado, se encontré actividad del extracto
de todas las partes de Schinus molle contra las dos cepas de Streptococcus pneumoniae
resistentes a oxacilina y actividad solo de algunas partes de la planta contra las cepas de

Haemophilus influenzae, algunos de estos extractos con valores de CMI de 65 pg/mL.
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Cantrell y cols. (1998) reportaron el uso en la medicina natural de Chrysactinia
mexicana y también describieron la actividad de la parte aérea de esta planta contra
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium. En el tamizaje aqui presentado se
encontré actividad contra las 2 cepas de Haemophilus influenzae y las 2 cepas de
Streptococcus pneumoniae, aunque la mayoria de los extractos. analizados presentaron
CMI de 500 pg/mL que fue la concentracién de corte elegido para considerar un extracto

como activo.

Las dos especies analizadas del género Eupatorium, E. cardiophylum y E.
odoratum, también presentaron actividad. En la literatura etnoboté4nica hay pocas plantas
de este género reportadas con actividad contra enfermedades respiratorias, pricticamente
sélo el caso de Eupatorium perfoliatum que es reportado como expectorante, anticatarral
y para tratar la bronquitis (Enciclopedia de Medicina Herbolaria, 1994); otras especies
son reportadas con actividades diferentes, -por ejemplo: Eupatorium odoratum es
reportado como astringente (Mendieta y cols., 1981), Eupatorium hemipteropodum se
reporta como antirreumatico (Diaz, 1976) y Eupatorium albicaule es reportado contra
asma y calculos (Mendieta y cols., 1981). Por su parte, Cantrell y cols. (1998),
reportaron la actividad de un extracto de la parte aérea de Eupatorium havanense
colectada en el noreste de México (estado de Tamaulipas) contra Mycobacterium

tuberculosis y Mycobacterium avium.
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Existen reportes del uso en la medicina natural de Salvia officinalis como
enjuague bucal para el tratamiento de la faringitis y amigdalitis. También se reporta el

uso del aceite de salvia como antimicrobiano (Enciclopedia de Med. Herbolaria, 1994).

Por otra parte, Ulubelen y cols. (2001) reportaron la actividad antiftingica y
antibacteriana incluyendo anti Mycobacterium tuberculosis de varias especies de Salvia;
de manera particular describen la actividad antituberculosis de Safvia multicaulis y
ademas mencionan el aislamiento de dos compuestos, hormonina y 7-acetilhormonina
que presentan actividad contra Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. En
la presente investigacién dos de las especies de Salvia analizadas, Salvia reflexa
Hornem, y Salvia chia Fernald, presentaron actividad en el punto de corte solamente

contra las dos cepas de Streptococcus pneumoniae.

Hay algunas especies de Heliotfropium reportadas en la medicina etnobotdnica
con actividad para afecciones del tracto respiratorio como Heliotropium indicum y
Heliotropium parviflorum usados como antitusivos y anticatarrales (Diaz, 1976.
Mendieta y cols., 1981), Heliotropium subulatum reportada con actividad contra fiebre,
infecciones de pgarganta, vy de la cual se aislaron compuestos activos contra
Streptococcus pneuomoniae 'y Staphylococcus aureus (Singh y cols. 2002), y
Heliotropium ellipticum que aunque esta reportado en la medicina popular con actividad
contra ulceras y dolor de oidos, se aislaron de esta planta triterpenoides con actividad
contra Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae (Jain, 2001). A pesar de los
reportes descritos, en el bioensayo realizado en este estudio con Heliotropium

angiosopermum no se encontré actividad contra ninguna de las 6 cepas analizadas.
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En este estudio se encontré débil actividad (500ug/mL) de la raiz de Rivinia
humilis sobre una de las cepas de Streptococcus pneumoniae. Ankli y cols. (2002)
mencionaron su uso dermatoldgico, e investigaron su actividad contra Bacillus cereus y
Escherichia coli resultando inactivo. Por otra parte Salvat y cols. (2001) reportaron la
actividad de esta planta contra Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae a
concentraciones debajo de 750 pg/mL y con actividad contra Staphylococcus aureus a
2000 pg/mL, q1.1e es un valor de CMI superior al punto de corte que fue considerado en

ese estudio.

Sambucus nigra es reportada en la medicina natural como antirreumético y
Sambucus mexicana como antitusivo, de uso contra amigdalitis, catarro y en general .
contra enfermedades pulmonares (Diaz, 1976; Mendieta y cols., 1981, Adame y cols.,
2000). Por ofra parte, Rojas R. y cols. (2003) reportaron ¢l uso de Sambucus mexicana
var. bipinnata para combatir la tos, fiebre y uretritis, ademas investigaron su actividad
contra Staphylococcus aureus, y obtuvieron resultados negativos. En los bioensayos
realizados en el presente estudio se encontré actividad ligera (500 pug/mL) de la parte

flor/fruto de Sambucus mexicana contra Streptococcus pneumoniae.

Diaz (1976) describe el uso en la 'medicina popular de Phyla escabebrima, una
especie relacionada a Phyla nodiflora que fue analizada en este estudio y menciona que
se usa como anticatarral. Phyla es un género relacionado con el género Lippia, de hecho
en un tiempo Phyla nodiflora era considerada como Lippia nodiflora. Hay varios

estudios que indican actividad antimicrobina de varias especies del género Lippia. Se ha
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reportado actividad de extractos etanélicos de Lippia alba contra Staphylococcus aureus
y Streptococcus faecalis (Dimayuga y cols., 1998). Witcher y cols. (2001), reportaron el
uso de Lippia turbinata en la medicina natural como antibacteriana y antifiingica, y
aislaron triterpenoides con actividad contra Mycobacterium tuberculosis. En el
bioensayo aqui reportado se encontrd solamente ligera actividad del extracto metandlico
de las hojas y raiz de Phyla nodiflora, 500 y 250 pg/mL respectivamente contra una de

las cepas resistentes de Streptococcus pneumoniae.

En cuanto a Colubrina greggi, en esta investigacion sélo se encontrd ligera
actividad de la raiz de esta planta contra las dos cepas de Strepfococcus pneumoniae
estudiadas (500 pg/mL). Por otra parte, Mendieta y cols. (1981) describen el uso de esta
planta en la medicina popular como antitusivo y contra tuberculosis; también hay
reportes de uso popular de especies relacionadas, como Colubrina glabra usada contra
neumonia y de la cual se reportd actividad contra Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis y Streptococcus faecalis (Dimayuga y cols., 1998).

De las especies relacionadas con Smilax bona nox L. Adame y cols., (2000)
reportan el uso en la medicina natural de Smilax medica para el tratamiento general de
afecciones en el pulmoén, para la lepra y hepatitis y también se reporta a Smilax
mexicana Griseb, Smilax moranensis y Smilax spinosa Miller como antirreuméticos
(Diaz,1976; Mendieta y cols., 1981). En el tamizaje que se llevé a cabo en esta .
investigacion no se detecté actividad confra ninguno de los microorganismos a las

concentraciones estudiadas.
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En el tamizaje realizado en este trabajo se observé actividad del extracto
metanélico de las hojas de Clematis drummondii T & G, s6lo contra una de las cepas
resistentes de Streptococcus pneumoniae a la concentracion de 500 pug/mL. Existen
pocos reportes de actividad de otras plantas de este género, Hermans y cols. (2002),
describieron el uso de Clematis hirsutaen en la medicina popular contra diarrea, lepra y
mal del pinto, ademds realizaron una investigacién probando esta planta contra varios
hongos, virus y bacterias incluyendo una cepa de Staphylococcus aureus, pero

encontraron actividad solo contra las 4 especies de hongos estudiados.

En lo que se refiere al género Scutellaria, en la medicina tradicional se describen
algunas especies con usos diferentes al antimicrobiano, como ser sedante,
antiespasmodico, anticonvulsivo; las especies Scutellaria lateriflora L. y Scutellaria
baicalensis se utilizan, ademis como remedio para la hepatitis (Enciclopedia de
medicina herbolaria, 1994). Mendieta y cols., (1981) describe el uso de Scutellaria
gaumeri Leonard como antitusivo. Yu J. y cols. (2004) y Sato y cols. (2000) reportaron
la actividad de aceites esenciales y de los c;)mpuestos apigenina y luteolina aislados de
Scutellaria barbata contra Sataphylococcus aureus meticilina-resistentes, aunque esta
planta esta reportada en la medicina herbolaria con actividad antiinflamatoria y como
agente antitumural. En la presente investigacion, se encontrd actividad de los extractos
metandlicos de las partes flor/fruto y raiz de Scutellaria elliptica contra las dos cepas
resistentes de Streptococcus pneumoniae, 3 de estos extractos fueron activos con valores

de MIC de 500 pg/mL y uno de ellos a 250 pg/mL.
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Con respecto a las especies de Leucophylum frutescens y Porlieria angustifolia
s6lo se reporta su uso en la medicina tradicional para males respiratorios en general.
Molina (2004), reporta el aislamiento de dos compuestos de Leucophilum frutescens
activos contra Mycobacterium tuberculosis. En los resultados de esta investigacion se
encontré actividad de la mayoria de los extractos de Leucophylum frutescens contra las
dos cepas resistentes de Strepfococcus pneumoniae analizadas. De la planta Porlieria

angustifolia hubo actividad s6lo contra una de las cepas de Streprococcus pneumoniae.

Con el fin de continuar con el estudio de aislamiento biodirigido de productos
con actividad antimicrobiana, se tenia que elegir entre las plantas que presentaron mejor
actividad, para lo cual se tomé como criterio aquellos extractos crudos que presentaron
actividad contra ¢l mayor nimero de microorganismos analizados; de aqui que se
eligieron el extracto metanélico de hojas de Cordia boissieri, ya que fue activo contra
cinco de las seis cepas analizadas y los extractos metandlicos de raiz de Cyperus
alternifolius L y Ceanothus coeruleus que resultaron activos contra cuatro y todas las
cepas analizadas respectivamente. El siguiente criterio que se tomé en cuenta es la
facilidad de manejo de la muestra. Por esto se decidié continuar el estudio con las hojas
de Cordia boissieri ya que es una planta abundante en la region y la muestra es ficil de
colectar. La otra planta elegida fue la raiz de Cyperus alternifolius por ser una planta
pequeiia y la raiz de facil manejo, ya que la raiz de Ceanothus coeruleus es lefiosa y

dificil de manipular.

Los extractos metandlicos de hojas de Cordia boissieri y de raiz de Cyperus

alternifolius se fraccionaron por particién liquido-liquido con hexano, acetato de etilo y
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butanol para obtener compuestos no polares, medianamente polares y polares
respectivamente. Se prob6 la actividad antimicrobiana de las fracciones solamente
contra las dos cepas de Staphylococcus aureus (la cepa resistente a oxacilina (IMSS-
NL/HE25:01 y con la cepa ATTC 25923 sensible a oxacilina). Aunque se encontraron
varias fracciones de las dos plantas con valores de CMI aceptables (tabla 4), se eligi6 la
fraccién de acetato de etilo de hojas de Cordia boissieri que presenté una CMI de 62.5

ug/mL para continuar con el aislamiento de productos activos.

Cordia boissieri es una planta que pertenece a la familia Boraginaceae, se
distribuye en la regién noreste de México en los estados de Nuevo Ledn, Coahuila,
Tamaulipas y San Luis Potosi ademas del estado de Texas en los Estados Unidos de
Norte América. Se le conoce con los nombres de Anacahuita y Olivo de Texas. En la

figura 35 se muestra una fotografia de Cordia boissieri.

Arbusto de Cordia boissieri Fruto de Cordia boissieri

Fig. 35. Planta de Cordia boissieri.
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En una revisién bibliografica se encontr que varias especies del género Cordia
tienen actividad antimicrobiana. Coelho y cols. (2004), reportaron la actividad del
extracto metanélico de la parte aérea de Cordia mosperma contra Bacillus cereus y
Saccharomyces cerevisiae. Esta planta tradicionalmente es utilizada en Brasil como
antinflamatorio al igual que Cordia curassavica, la cual no tuvo actividad contra los
microorganismos que estudiaron. Hernéndez y cols. (2003), reportaron la actividad del
extracto hexdnico de la parte aérea de Cordia curassavica contra una cepa de
Staphylococcus aureus;, también reportaron actividad de este extracto contra Sarcina
lutea y Salmonella typhi, esta planta es reportada en la medicina tradicional en el sur de
México para el tratamiento de diarrea. loset y cols (2000; 1998) reportaron el
aislamiento de naftoquinonas meroterpenoides (llamadas cordioquinona A, B, J y K) de
la raiz de Cordia curassavica y de la raiz de Cordia linnaei con actividad antifiingica y
contra la larva de Aedes aegypti. Martson y cols. (1988) reportaron el aislamiento de
compuestos polifendlicos con actividad antifiingica de un extracto metandlico de la
corteza de Cordia goetzei, una planta medicinal usada en Tanzania para el tratamiento
de lepra y malaria. Matsuse y cols. (1999), reportaron un ¢xtracto acuoso de las hojas de
Cordia spinescens con fuerte actividad como inhibidor de la transcriptasa reversa del

virus de la inmunodeficiencia humana,

Una vez que se seleccioné la fraccidn activa se realizo una colecta masiva de
Cordia boissieri en el mes de octubre del 2003, que corresponde al mismo periodo del
afio en que se habfa colectado la primera vez para ¢l tamizaje, esto s para tratar de tener

los mismas condiciones ambientales y que no hubiera gran variacién en la produccion de
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metabolitos secundarios. Se inici6 la extraccion con 800 gramos de hoja seca y molida

para tratar de asegurar buena cantidad de algin producto puro.

Primero se realizé una extraccién con hexano con el fin de retirar las grasas y
aceites de la muestra y se continu6 con una extraccion con acetato de etilo; este extracto,
que fue el que resulté activo contra Staphylococcus aureus, se siguié fraccionando. La
fraccién de acetato de etilo se paso por a una columna flash de silica; las fracciones
obtenidas se analizaron para determinar actividad antimicrobiana por el método de
bicautografia. Es importante mencionar que por razones pricticas todo el aislamiento
biodirigido se realiz6 solamente con la cepa de Staphylococcus aureus resistente a

oxacilina, (IMSS-NL/HE25:01).

La técnica de bioautografia ha sido ampliamente usada por diferentes autores en
la deteccion de compuestos activos contra bacterias y hongos (Rahalison y cols., 1991;
Hougthon y cols., 2003; Morel y cols., 2002; Jayasinghe y cols., 2003 y Sprinfield y
cols., 2003). De las diferentes tipos de bioautografias descritos por Rahalison y cols.
(1991), en el presente trabajo se¢ utiliz6é la bioautografia de agar sobrepuesto. En esta
técnica, una vez que se realiza la cromatografia, se coloca una capa de agar inoculado
antes de que solidifique, pero en la bioautografia realizada en este trabajo, el agar se dejé
solidificar, se colocé sobre la placa de cromatografia en capa fina y posteriormente se
inoculd con el microorganismo a probar (Verastegui, 2000). El crecimiento microbiano
o la inhibicién de éste, se pudo ver a simple vista; sin embargo, se reveld el crecimiento
con la sal de tetrazolio MTT para confirmar el resultado. El MTT es un colorante que

identifica células con metabolismo activo y por lo tanto evidencia las zonas de
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inhibicién del crecimiento (Biosource International). Por otra parte, para la realizacién
de la bioautografia se probaron varios sistemas de eluentes, finalmente el sistema que
present6 una mejor separacion fue el F (seccién 2.1.5). Aunque Rahalison y cols. (1991)
mencionan que es mejor usar placas de silica gel con base de vidrio por las condiciones
en que se usa la técnica original, en este trabaj(; se utilizaron cromatofolios de aluminio
ya que se intentd preparar placas de silica gel en portaobjetos, pero el grosor de la capa
de silica, la lectura de las manchas después de correr la cromatografia, asi como la
manipulacién de las placas resulté probleméitica. Por ofra parte hay autores que

describen el uso de cromatofolios de aluminio (Jayasinghe y cols., 2003).

La técnica de bioautografia result6 muy util para la realizacién del
fraccionamiento biodirigido del extracto de hojas de Cordia boissieri, ya que se pudo
analizar la actividad antimicrobiana de varias fracciones obtenidas en las diferentes
columnas de manera simultanea, rdpida y sencilla, lo cual permitié celeridad en la

seleccidn de las fracciones de interés.

Nueve de las 13 fracciones obtenidas de la columna-flash resultaron activas
(tabla 5). Al revisar las bioautografias correspondientes a estas fracciones, se observaban
zonas largas de inhibicién de dos tercios de la placa para abajo, como si el compuesto
responsable de la accion corriera en la placa cromatogréafica como un barrido. Al revisar
la placa cromatografica “gemela” de cada bicautografia, a simple vista no se lograba
observar nada, pero al iluminar con luz ultravioleta a 254 nm se observaron manchas que
corrieron barridas, a 365 nm se observaron manchas que fluorescen naranjas como si

estuvieran extendidas o barridas a lo largo de toda la placa, eran mas largas que el drea
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de inhibicién en la bioautografia; esto impidié identificar algin compuesto activo y
obtener un Rf de la o las manchas responsables de la actividad. Estos resultados
parecieran indicar que el sistema eluente F (2.1.5) no era el correcto, pero de todos los
probados fue el de mejores resultados ya que en los demas la muestra se quedaba en el
sitio de aplicacién o corria con el frente de solvente. Por otra parte las cromatografias
también indicaban que las fracciones estaban muy ricas en pigmentos fotosintéticos
identificados por su fluorescencia naranja a 365 nm, los cuales se esperaba eliminar en
etapas posteriores del aislamiento. En este punto lo que se hizo fue identificar las
fracciones activas, elegir las que presentaran una zona de inhibici6n definida, ademas de
que hubiera una buena cantidad de ellas para continuar con el aislamiento biodirigido.
De acuerdo con estos criterios se eligieron 4 fracciones, FICF-190104-14, F10CF-
190104-14, F11CF-190104-14 y F12CF-190104-14, las cuales se sometieron a
fraccionamiento en columna de baja presion lobar de silica gel; las fracciones obtenidas

se sometieron nuevamente a biautografia.

De las 4 columnas lobar de silica gel se obtuvieron 77 fracciones en total, de las
cuales 37 resultaron activas contra la cepa de Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina (tabla 6). En las bioautografias correspondientes a estas fracciones, también se
observaron zonas largas de inhibicién como en las bioautografias de las fracciones de la
columna flash. Cuando se revisé la placa cromatografica “gemela” de cada
bioautografia, bajo luz ultravioleta, a 254 nm se observaron manchas que corrieron
barridas y a 365 nm se observaron manchas con fluorescencia naranja; no se logré
distinguir alguna mancha bien definida en lo que corresponde a la zona de inhibicién del

crecimiento; se observaban como si estuvieran extendidas o barridas en diferentes zonas
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de la placa; ademas algunas se observaban sobrepuestas. La manchas naranjas
mostraban que las clorofilas no se habian eliminado de las fracciones activas, lo que
indica que la silica no es un buena fase para eliminarlas. Hasta aqui, no se podia definir
un compuesto o algunos compuestos responsables de la actividad, por lo tanto se
identificaron fracciones activas y se eligieron la fracciones F7LS-120204-16 y F10LS-
120204-16 obtenidas de la columna lobar de silica gel a partir de la fracciébn FOCF-
190104-14, para continuar con el aislamiento biodirigido. Estas fracciones se sometieron
a columna de baja presién lobar fase reversa C18 y la actividad de las fracciones

obtenidas se analiz6 por bioautografia.

Se obtuvieron 55 fracciones en total, 15 de éstas resultaron activas (tabla 7). En
la placa cromatografica de cada fraccidn activa no s¢ observé ninguna que estuviera
pura; sélo se observaron ligeras manchas de clorofila en algunas fracciones, lo que podia
indicar que la fase reversa C-18 podria funcionar para quitar pigmento fotosintéticos de
las fracciones. Todas las fracciones activas se analizaron por CLAR FR-C18 (Fig. 1 a
15), los cromatogramas y los espectros de UV mostraron que la fraccion F7LFR-
300504-29 parecfa estar pura y la FOLFR-300504-29 y la F8LFR-300504-29 tenian
impurezas en poca cantidad, que también se evidenciaban en la cromatografia en capa
fina. Cada una de las fracciones activas se someti6 a cromatografia de exclusién

molecular; las fracciones obtenidas se analizaron por CLAR FR-C18.

No hubo separacion de los compuestos activos después de aplicar esta
cromatografia; sin embargo, se separaron las clorofilas. Se pensé entonces, que el

Sephadex podria funcionar para separar las clorofilas, pero en experimentos posteriores
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con mayores voliimenes, la separacion no fue tan eficaz. Las fracciones obtenidas de la
columna de exclusién molecular no estaban puras y eran cantidades pequefias que no

ameritaban una purificacion (Fig. 16 y 17).

Debido que las cantidades obtenidas después del proceso anterior fueron muy
escasas, se realizé una segunda colecta masiva en el mes de octubre del 2004, en el
municipio de Garcia Nuevo Leén, tratando de que coincidiera con la misma fecha de la
primera colecta masiva de la planta Cordia boissieri; en esta ocasiébn se inicié la
extraccion con 2 Kg de hojas seca y molida. Se siguié el mismo procedimiento de
extraccion del aislamiento anterior, primero se realizé una extraccién con hexano para
retirar las grasas y aceites de la muestra; se continué con una extraccion con acetato de
etilo para obtener el extracto que fue activo contra las cepas de Staphylococcus aureus.
La fraccién de acetato de etilo se sometié a una columna flash de silica; las fracciones
obtenidas se analizaron para determinar actividad antimicrobiana por el método de

bioautografia.

. Se obtuvieron 6 fracciones de la columna flash, de las cuales 5 resultaron activas
(tabla 10). Las fracciones F2CF-221104-72 y F3CF-221104-72, presentaron una zona de
inhibicién bien definida con un Rf de 0.51. La fraccion F3CF-221104-72, presentd
ademas una zona de inhibicién con Rf menof. Estas fracciones se obtuvieron en una
buena cantidad y a pesar de que tenian pigmentos fotosintéticos, se eligieron para
continuar con el aislamiento biodirigido, por lo que se sometieron a fraccionamiento en

columna de baja presion lobar de silica gel; la actividad de las fracciones obtenidas se

prob6 por biautografia.
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Se obtuvieron 24 fracciones, de las cuales 20 resultaron activas contra la cepa de
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (tabla 11). En las bioautografias
correspondientes a estas fracciones, s¢ observaron zonas de inhibicion del crecimiento;
cuando se revis6 la placa cromatografica “gemela” de cada bioautografia, en algunas
fracciones se observd un ligero barrido muy tenue a 254 mn, en todas las fracciones se
veia un barrido con fluorescencia naranja a 365 nm, lo que indicaba que aun tenfan
mucha clorofila. Con estos resultados no se podia definir un compuesto o algunos
compuestos responsables de la actividad, por lo tanto solamente se identificaron
fracciones activas. Se eligieron las fracciones F3LS-151204-73, F4LS-151204-73,
F5LS-151204-73, F6LS-151204-73, F7LS-151204-73 que provienen de la fraccion
F3CF-221104-72, que presentaban una zona de inhibicion bien definida y de las cuales
se contaba con cantidades suficientes para continuar con el aislamiento biodirigido.

Estas fracciones se sometieron a columna de baja presion Lobar de fase reversa C18.

De las columnas a baja presion de fase reversa de F3LS-151204-73, FALS-
151204-73, F5LS-151204-73, F6LS-151204-73, F7LS-151204-7315 se obtuvieron 35
fracciones (tabla 12) a las que se les realizé bioautografia; se obtuvieron 25 fracciones
activas. Aqui es importante sefialar que la mayoria de las fracciones no se podian
observar a simple vista ni en luz ultravioleta (254 y 365 nm), esto se acentué
particularmente en las fracciones provenientes de la columna F3LS-151204-73 (tabla
12); solamente se hicieron evidentes después de revelar con vapores de yodo. También
¢s importante mencionar que solamente las 1ltimas fracciones de cada columna de fase
reversa C-18 contenian manchas naranjas, por lo tanto se confirmé que esta fase resulté

adecuada para eliminar las pigmentos fotosintéticos. En la placa cromatogréfica de cada
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fraccién activa, se observaron varias manchas que estaban ligeramente batridas y no se

pudieron obtener valores de Rf.

Todas las fracciones activas de las columnas de fase reversa se analizaron por
CLAR FR-C18 (Fig. 19 a 23). El cromatograma de la fraccién F3LFR-261204-75 que
proviene de la fraccién FSLS-151204-73 mostraba un solo pico, lo que indicaba que el
compuesto estaba puro, resultado que se confirmé con cromatografia en capa fina. Otras
fracciones presentaban un solo pico en CLAR FR-C18 (F7LFR-261204-75, F7LFR-
301204-79) pero en cromatografia en capa fina se observaban otras manchas. Los
cromatogramas de las demds fracciones activas obtenidas de todas las columnas de fase

reversa C18 indicaron que estaban impuras.

Por evaporacion del solvente (metanol) de la fraccion F3LFR-261204-75 se
obtuvo'15.2 mg de un precipitado blanco en forma de polvo, €l cual posteriormente se
sometié a estudios de espectroscopia UV-Vis, IR, 'HRMN y “CRMN, estudios de

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

El cromatograma de la figura 24 muestra que en la fraccién F3LFR-261204-75
aparece un solo pico, lo cual puede indicar que se trata de un \inico compuesto. Por otra
parte en un analisis de pureza por comparacion del dngulo de umbral contra el angulo de
contraste espectral, se encontrd que este dltimo (0.410) es menor que el dngulo de
pureza de umbral (0.540) y por lo tanto el compuesto F3LFR-261204-75 se considera

puro(Waters,1999).
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El analisis del espectro UV-Vis (Fig. 25) indica que el compuesto absorbe muy
poco en este rango, lo que podria explicar por qué era dificil observar los compuestos en

CLAR y en las placas cromatogréficas en la lampara de luz ultravioleta.

El espectro IR del compuesto aislado se observa la sefial de un grupo carbonilo a
1675 cm™'; también una sefal a 1645 que indica que existen dobles enlaces de olefinas;

no hay sefiales de arométicos (Fig. 26).

El espectro de 'HRMN (Fig. 27) del compuesto F3LFR-261204-75 indica Ia
presencia de sefiales que puede ser de un aldehido (9.8 ppm); también hay sefiales de
olefinas (4.8 y 4.9 ppm); 6 seiiales de hidrogenos de metilos (regiéon de hidr6genos
alifiticos) y una sefial que probablemente se trate un grupo metileno muy desapantallado

(4.1 ppm) En este espectro no se observan sefiales de aromaéticos (7 a 9 ppm).

La figura 28, muestra el espectro de “CRMN del compuesto puro F3LFR-
261204-75, donde se ve que la estructura del compuesto tiene 30 carbonos. También
indica un carbono a 203 ppm que se puede tratar de un aldehido o cetona y de un
carbono a 185 ppm que puede ser de 4cido carboxilico o de un éster. Se observa la
presencia de dos carbonos olefinicos a 154 y 107 ppm y en la zona alifatica la presencia

de un carbono desplazado a 65 ppm que puede ser de un carbono de metileno.

El espectro DEPT 135 sc muestra en la figura 29. En este espectro se pueden
observar 12 sefiales que corresponden a metilenos y 12 sefiales repartidas entre metilos o

metinos. En este espectro la sefial de 203 aparece como doblete es un carbono que tiene
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unido un hidrégeno lo cual confirma que es un aldehido. La seflal de 65 ppm es
confirmada como un metileno, ¢l espectro también indica que la sefial de 107 ppm de la
olefina es un metileno y la otra sefial de la olefina a 154 ppm no aparece lo cual indica
que es un carbono cuaternario, esto significa que la estructura debe tener un doble enlace

terminal.

La informacion hasta aqui obtenida se complet6 con los datos de los espectros de
doble dimensién, HMQC (Fig. 30), HMBC, (Fig. 31) COSY (Fig.32) y experimentos
NOE y se obtuvo la probable estructura de un triterpeno (Fig 34) cuyo peso molecular es
454; estos resultados se confirmaron con ¢l espectro de masas (Fig. 33).Los
desplazamientos de carbono e hidrdgeno aparecen en la tabla 13. El compuesto obtenido

en esta investigacién no est4 reportado en la literatura.

En vista de que se obtuvieron muchas fracciones activas de las columna de fase
reversa s¢ considerd importante determinar la concentracién minima inhibitoria de
algunas de éstas. Se eligieron las fracciones FOLFR-281204-78 y FS8LFR-281204-78
ademés del compuesto puro F3LFR-261204-75. En el bioensayo se determiné la
concentracion minima inhibitoria contra todos los microorganismos incluidos en el

presente estudio.

Los resultados (tabla 14) muestran que la CMI del compuesto puro F3LFR-
261204-75 (62.5 pg/mL) es menor comparado con la CMI del extracto metandlico (250

pg/mL) para la cepa resistente de Staphylococcus aureus IMSS NL/HE25:01; este valor
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s6lo es mas elevado en un factor de 2 con respecto a la cefalotina para este mismo
microorganismo. Las fracciones F6LFR-281204-78 y F8LFR-281204-78 resultaron muy
activas contra este mismo microorganismo, los valores de CMI obtenidos para ambas
fracciones fueron de 7.8 pg/mL; es interesante notar que la CMI de la cefalotina para el
microorganismo mencionado fue aproximadamente 4 veces mayor a la que presentan las

fracciones.

La CMI del compuesto puro F3LFR-261204-75 para las dos cepas de
Streptococcus pneumoniae resistentes a oxacilina (ATCC 49619 ¢ InDRE 24-CCpn-02)
fue de 31.25 pg/mL, para ambas cepas, valor inferior al que presentd el extracto crudo
(125 pg/ml); sin embargo, es mayor que la CMI que presenta la cefalotina para este
microorganismo (tabla 14). Las fracciones FOLFR-281204-78 y FS8LFR-281204-78 sélo
se analizaron contra la cepa Streptococcus preumoniae INDRE 24-CCpn-02; se obtuvo
una CMI de 250 pg/mL para las dos fracciones, este valor es superior al obtenido con el
extracto crudo (125 pg/mL); posiblemente hay compuestos activos contra esta cepa que

estdn en otras fracciones del extracto.

Para las dos cepas de Haemophilus influenzae no se encontré actividad del
compuesto puro ni de las fracciones analizadas. Estos resultados podian esperarse, ya
que para la cepa resistente, la CMI del extracto crudo estaba en el punto de corte y para

la cepa sensible no habia actividad.
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Es importante sefialar que para el compuesto puro y para la cefalotina, los
resultados de CMI también se expresan en pmol, ya que es una expresién de
concentracién que involucra el peso molecular de los compuestos y de esta manera es

posible comparar mas efectivamente los resuitados de CMI

Los valores de CMI bajos de las dos fracciones obtenidas contra la cepa
resistente de Staphylococcus aureus, indican que estas fracciones tienen algin
compuesto puro muy activo, 0 que hay varios compuestos activos cuyas acciones se
suman ¢ que existe sinergismo entre los diferentes constituyentes de estas fracciones,

estas suposiciones deberan ser estudiadas en investigaciones posteriores.

Existen pocos reportes de la actividad de plantas contra Haemophilus influenzae
y Streptococcus pneumoniae (Singh y cols., 2002); sin embargo, existen muchos
reportes de compuestos aislados de plantas con actividad contra diferentes cepas de
Staphylococcus aureus (tabla 15). En la presente investigacion los valores de CMI del
compuesto aislado contra la cepa de Staphylococcus aureus es de 62.5 pg/mL; en
general se puede decir que estd dentro de los valores de la mayoria de los compuestos
aislados; sin embargo, al comparar su actividad con la cefalotina, se encontrd que sélo es

mayor que este antibiético en un factor de dos (tabla 15).
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Tabla 15. Compuestos aislados de diferentes plantas con actividad contra diferentes
cepas de Staphylococcus aureus

Compuestos CMI
Autor Planta aislados {ng-/mL) Cepa
L“‘Z‘:};Bﬁ )°°'s' Angelica dahurica |  Falcarindiol 8a32 | Varias MDRy MRSA
Condalina-A 12.5
M°(’§:)gz°)°"°" Condalia buxifolia ATCC 6538
Escutianina-B 32.12
Ulubelen y Salvia Hormonina 6.3 ATCC 6538
cols. (2001) blepharochlaena 7- 10
metilhormonina
Yasunaka y 2 cumarinas FDA 209P MSSA
cols. Cb"r"‘:g;?;ﬁ‘:' y 1a8 No. 3208 MRSA
(2005) 2 xantonas No. 80401 MRSA
Sato y cols, , Apigenina, Varias MRSA
o0q) | Sewelariabarbata | \ypojinayspy | 392155 y MSSA
. hopeafenol A 100
Zc%‘]’s““(;gg;)y Vatica oblongifolia MRSA
) vaticafenol A 50
Tago’é‘z’;"s' Prangos pabularia | 4cumarinas | 31252250 | 4 cepas MRSA
Feresin y cols. Baccharis i : MSSA
. . Un diterpen 125
(2003) grisebachii ! g y MRSA
Fer‘};‘go’;)“"s' Oxalis erythrorhiza |  Embelina 62 MRSA
M“(‘z‘%“og)w's' Feronia limonia | Seis compuestos | 502 100 NCTC 10788
Combuesto IMSS-NL/HE25:01
Cordia boissleri pu 62.5 Resistente a
Presente obtenido e
investigacion oxacilina
— Cefalotina 3125 IMSS-NL/HE25:01
{control) Resistente a oxacilina

MDR, Multidrogoresistente; MRSA, Staphylococcus aureus meticilina-resistente; MSSA, Staphylococcus

aureus meticilina-sensible,



CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

Las plantas que resultaron con mejor actividad (Cordia boissieri, Schinus molle,
Ceanothus coeruleus, Chrysactinia mexicana, Cyperus alternifolius), fueron
seleccionadas por su uso en la medicina tradicional. De esta manera nuestros

resultados corroboran el uso popular de dichas plantas.

El uso del método de bioautografia resulté de gran utilidad para el fraccionamiento

biodirigido de extractos con actividad antimicrobiana.

El fraccionamiento biodirigido de extractos de hojas de Cordia boissieri permitio

identificar varias fracciones activas y el aislamiento de un compuesto activo puro.

La CMI del compuesto puro obtenido de hojas de Cordia boissieri es de 62.5 pug/mL

para la cepa resistente de Staphylococcus aureus y 31.25 pg/mL para las dos cepas
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resistentes de Streptococcus pneumoniae y no es activo para las dos cepas de

Haemophilus influenzae.

Las dos fracciones obtenidas de las hojas de Cordia boissieri presentan una CMI de
7.8 pg/mL para la cepa resistente de Staphylococcus aureus. Para la cepa sensible,
una de las fracciones tiene una CMI de 31.25 pg/mL y para la otra presenta una CMI

de 125 pg/mL.

El compuesto aislado no se encontré reportado en la literatura.

5.2 PERSPECTIVAS

Completar la identificacién de] compuesto aislado.

Aislar y caracterizar los componentes de las otras fracciones activas de Cordia

boissieri identificadas en este trabajo.

Realizar €] fraccionamiento biodirigido de los extractos de las otras plantas activas
por ejempo: raiz de Chrysactinia mexicana, frato de Schinus molle, raiz de
Ceanothus coeruleus, raiz de Cyperus alternifolius y hojas de Eupatorium

cardiofolium y Eupatorium odoratum.

Aplicar el método de bioautografia para el fraccionamiento biodirigido de extractos

activos contra otros microorganismos,
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