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Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo
y no en el resultado.

Un esfuerzo total es una victoria completa.

Mahatma Gandhi



La alegoria del carruaje IV

Adelante el sendero se abre en abanico. Por lo sneimzo rumbos diferentes se me
ofrecen. Ninguno pretende ser elegido, solo edtarlm anciano estd sentado sobre una
piedra, en la encrucijada.

Me animo a preguntar:

-¢ En qué direccion, anciano?

-Depende de lo que busques —me contesta sin moverse
-Quiero ser feliz —le digo.

-Cualquiera de estos caminos te puede llevar ediesion.

Me sorprendo:

-Entonces... ¢da lo mismo?

-No.

-Tu dijiste...

-No. Yo no dije que cualquiera te llevaria; dijeequualquiera puede ser el que te lleve.
-No entiendo.

-Te llevara el que elijas, si eliges correctamente.

-¢ Y cual es el camino correcto?

El anciano se queda en silencio.

Comprendo que no hay respuesta a mi pregunta.

Decido cambiarla por otras:

-¢,Como podre elegir con sabiduria? ¢ Qué debo paeno equivocarme?
Esta vez el anciano contesta:

-No preguntes... No preguntes.

Alli estan los caminos.

Sé que es una decision importante. No puedo ecprin..

El cochero me habla al oido, propone el sendeta derecha.

Los caballos parecen querer tomar el escarpadmoattei la izquierda.

El carruaje tiende a deslizarse en pendiente, rbata el frente.

Y yo, el pasajero, creo que seria mejor tomar glipBo caminito elevado del costado.
Todos somos uno y, sin embargo, estamos en problema

Un instante después veo como, muy despacio, parepi vez con tanta claridad, el
cochero, el carruaje y los caballos se funden enTarbién el anciano deja de ser y se
suma, se agregan los caminos recorridos hasty aquia una de las personas que conoci.



No soy nada de eso, pero lo incluyo todo. Soy yguel ahora, completo, debe decidir el
camino. Me siento en el lugar que ocupaba el ancyjame tomo un tiempo, simplemente
el tiempo que necesito para tomar esa decisionuigencias. No quiero adivinar, quiero
elegir.

Llueve. Me doy cuenta de que no me gusta cuaneéwdluTampoco me gustaria que no
lloviera nunca. Parece que quiero que llueva saléenaiando tengo ganas. Y sin embargo,
no estoy muy seguro de querer verdaderamente @so. e solo asisto a mi fastidio,
como si no fuera mio, como si yo no tuviera nada@r. De hecho no tengo nada que ver
con la lluvia. Pero es mio el fastidio, es miadaneptacion, soy yo el que esta molesto.

¢ Es por mojarme?

No.

Més adelante también llueve.

Que importa si las gotas me mojan un poco, imgrtamino.
No importa llegar, importa el camino.

En realidad nada importa, solo el camino.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue desarrollara uformulacion de
nanoparticulas poliméricas biodegradables cargamtagxtracto hexanico dearya
illinoensis(CIH) y extracto hexanico diuglans molligJMH) como un tratamiento
alternativo para el combate de la tuberculosi®ev&duo la actividad antituberculosa
del JMI, CIH, dos de sus fracciones, metanolicd{Qly no metandlica (CIFNM)
y de la formulacion de nanoparticulas poliméricasgadas con extracto de.
illinoensis (NCI), identificando las moléculas responsablegsta actividad. Tanto
CIH, como CIFM, CIFNM y NCI presentaron actividadtianicobacteriana a una
concentracion de 125 ug mL*, con 80%, 50% y 70% de inhibicién,
respectivamente. La muestra JMH mostré una actividatituberculosa baja,
obteniendo un méaximo de 60% de inhibicion con wracentracion de 500g mL
! Como farmaco control se utiliz6 la clofaziminaL@. De acuerdo a los
resultados de la actividad antituberculosa se efada formulacion de las
nanoparticulas poliméricas incorporando el extraetcanico deC. illinoensis este
procesaose realizd por el método de nanoprecipitacion; mételose un tamafio de
particula 180 nm. En la caracterizacién por crogafia liquida y cromatografia
de gases acoplada a masas se encontré que lopgesccomponentes de CIH,
CIFM y CIFNM, son tres fitoesteroles, Blsitostero] a- amirina y sitostenona
ademas de un triterpenoide pentaciclico, el &cidtulimico; el componente
encontrado en la NCI fu@g-sitosterol. La presencia de estos compuestos ofnece
nuevo panorama de las moléculas responsablesadtialad antituberculosa en la
corteza de CIH y la posibilidad de explorar otrpicaciones farmacéuticas para

esta planta.



ABSTRACT

The objective of this research was to develop anfdation of biodegradable
polymeric nanoparticles loaded with hexane exteédTarya illinoensis(CIH) and
hexane extract ofuglans mollis(JMH) as an alternative tuberculosis treatment.
Antituberculosis activity was assessed from JMIHCtwo of their fractions,
methanol fraction (CIFM) and no methanol fracti@KNM) and the development
of polymeric nanopatrticles loaded with extract<Cofillinoensis(NCI), identifying
the molecules responsible for this activity. BotiHCas CIFM, CIFNM and NCI
antimycobacterial activity showed a concentratiori26 pg mL™, with 80%, 50%
and 70% inhibition, respectively. Sample JMH showveeghoor anti-tuberculosis
activity, obtaining a maximum of 60% inhibition atconcentration of 500g mL™.
The antimycobacterial drug clofazimine (CLF) wasdigs a control. According to
the antituberculosis activity the results of thelymeric nanoparticles formulation
was developed incorporating the hexane extra&.aflinoensis this process was
performed by nanoprecipitation method, yielding artiple size of 180 nm.
Characterization by liquid chromatography and ghsomatography coupled to
mass found that the main components of CIH, CIiREI @IFNM, three pentacyclic
triterpenoid phytosterols anfl:sitosterol,a - amyrin, betulinic acid and sitostenone
and component found at the NCI wasitosterol. The presence of these compounds
provides a new picture of the molecules responsdii¢he antituberculosis activity
in the CIH cortex and the possibility of explorinther pharmaceutical applications

for this plant

xi



1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa gele sfiectar a los pulmones y es
causada por la bactem&ycobacterium tuberculosi§e transmite de una persona a otra
a través de goticulas de saliva generadas en ehtapaspiratorio de pacientes con

enfermedad pulmonar activa. La afeccion es prelegiburable.

Segun datos de la Organizacion Mundial de la SERMS), esta enfermedad es
considerada la segunda causa de muerte por enfelewdhfecciosas a nivel mundial
debido principalmente a factores como el abandalotrdtamiento por parte de los
pacientes, la coinfeccion con VIH y la aparicioncgeas resistentes a la farmacoterapia
disponible (OMS 2007).

En la actualidad la OMS sefala algunas prioridadaga el control de la
tuberculosis, de las que sobresalen, la busqueeladgsarrollo de nuevos farmacos,
mejorar los esquemas de tratamiento, acortar lacér total de los mismos, asi como
ofrecer tratamiento contra cepas MDR-TB (WHO, 2006)

El desarrollo de resistencia microbiana hacia logibebticos, entre otras
aplicaciones, ha llevado a muchos investigadoreda ablusqueda de actividad
antimicrobiana en plantas medicinales (Nos#toal, 2000). De acuerdo a la OMS se
estima que 4 billones de personas utilizan planmedicinales para el cuidado de su
salud.

Otra estrategia que se ha explorado en los Ultiafims consiste en los sistemas
acarreadores de farmacos, dentro de los cualesBeiona la nanoencapsulacion de

farmacos en polimeros biodegradables.



Estos sistemas coloidales ofrecen ventajas remas;dbles como la proteccion del
farmaco contra agentes externos que inducen swadbegon, el direccionamiento del
principio activo a sitios especificos de acciorgéos, tejidos o células) y la liberacion
de moléculas biolégicas como proteinas, péptidosligonucleétidos (Jonest al,
2004).

Debido al interés de las investigaciones dedicaddamostrar los beneficios que nos
pueden dar ciertos componentes extraidos de lasapjahan situado a México en un
papel relevante, ya que posee aproxidamente 3@§0€cies de plantas, de las cuales
3,000 han reportado que tienen propiedades medtisifBRyeet al, 1995).

Algunas investigaciones han demostrado que lasiesp@e bacterias pertenecientes
al géneraMlycobacteriundemuestran sensibilidad a triterpenos, debiddt@lcantenido
de esterol que poseen (Da#é al, 1988). Gymnosperma glutinosum, Juglans regia,
Carya illinoensis y Juglans mollson algunas ejemplos de plantas con este efecte sob
la micobacteria (Gémez-Flores al, 2005; Cruz-Vegat al., 2008).

Debido a la urgencia de encontrar un tratamienésradtivo para la tuberculosis y al
mismo tiempo mejorar dicho tratamiento con el ustagéutico de los sistemas
acarreadores, se optd por desarrollar una forntwlade nanoparticulas poliméricas
cargadas con extracto d€arya illinoensis o Juglans mollis ya que existen
investigaciones previas sobre el efecto inhibitode estas especies sobhé.

tuberculosisademas de considerarse plantas endémicas dib elgtdNuevo Ledn.



2. HIPOTESIS

El extracto hexanico deCarya illinoensis o Juglans mollis incorporado en
nanoparticulas poliméricas biodegradables reptasenna alternativa al tratamiento de

la tuberculosis.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general
Desarrollar una formulacién de nanoparticulas p&fioas biodegradables que incorpore
un extracto hexanico d€. illinoensiso J. mollis para su potencial aplicacion como
agente tuberculoso.

3.2 Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar fitoquimicamente los extmdtexanicos de corteza Ge

illinoensisy J. mollis

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria (JME los extractos hexanicos

contraM. tuberculosis

3. Obtener el perfil cromatografico de los extractegdmicos por cromatografia de

liquidos de alta resolucion.

4. Incorporar los extractos hexanicos de cortezaCdellinoensisy J. mollis en

nanoparticulas poliméricas biodegradables.

5. Caracterizar las formulaciones de nanoparticuléimpdcas.

6. Determinar la CMI de las formulaciones de los ette hexanicos incorporados

en nanoparticulas poliméricas cortfgcobacterium tuberculosis.



4. ANTECEDENTES

4.1 Tuberculosis pulmonar

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagimsevenible y curable que
suele afectar a los pulmones y es causada por déerlaa Mycobacterium
tuberculosis se transmite de una persona a otra por via agaeaea por toser,
estornudar, hablar o escupir. Aunque la tubercsilpsede afectar cualquier érgano,
el pulmon es la via de entrada en practicamentestiod casos (SSA , 2008; Parish
et al, 1998; OMS, 2007).

Una vez que la bacteria se introduce en el pulrediorsna un granuloma que es
la infeccion primaria de la tuberculosis, este psacno produce sintomas y en el
95% de los casos se recupera solo sin mas problenzacteria de la tuberculosis
pasa asi a una fase de inactividad, encerrada egramuloma. La tuberculosis
pulmonar primaria se desarrolla en pocas persangssistema inmune no contiene
con éxito la infeccién primaria. En este caso, iéeenedad puede aparecer unas
semanas después de la infeccion o puede permdata@e por afios y reaparecer
después de que la infeccidn inicial ha sido codtertl riesgo de enfermar aumenta
cuando el sistema inmunologico de la persona ediditddo. Algunos factores que
incrementan el riesgo de desarrollar esta enferthestm enfermedades como
VIH/SIDA, diabetes mellitus, desnutricion, cancéo ypor uso de medicamentos
esteroides o inmunosupresores (SSA, 2006; ONUSHDAS).

El tratamiento incompleto para las infecciones udeetculosis, por ejemplo, no
tomar los medicamentos durante el tiempo presgitede contribuir a la aparicion
de cepas de bacterias resistentes a los medicasn@#da paciente de tuberculosis

puede llegar a contagiar en un afio entre 10 y ddopas (OMS, 2007).



4.1.1 Tuberculosis farmacorresistente

La tuberculosis multirresistente (MDR) esta causada bacterias que son
resistentes por lo menos a la isoniazida y a lamjicina, los farmacos
antituberculosos mas eficaces. La tuberculosis NdD&Je ser consecuencia de una
infeccion primaria por bacterias resistentes, odpuaparecer en el curso del
tratamiento del paciente (SSA-TB, 2008).

Latuberculosis ultrarresistente (XDR$ una forma de tuberculosis causada por
bacterias resistentes a la isoniazida y la rifamai¢es decir, tuberculosis MDR) asi
cualquiera de los farmacos antituberculosos inpéesa de segunda linea

(amikacina, kanamicina o capreomicina) (WHO, 2006).

Esas formas de tuberculosis no responden al tratdmiconvencional de seis
meses con farmacos antituberculosos de primera,ligesu tratamiento con
farmacos menos potentes, mas téxicos dura dos afo®s. Asimismo otro
inconveniente es el costo ya que mientras el tiatgm con farmacos
antituberculosos convencionales cuesta aproximademdS$ 20, los farmacos
contra la tuberculosis MDR pueden costar hasta &E®, y el de la tuberculosis
XDR mucho mas caro (OMS, 2010).

Se calcula que en 2008 se registraron 9,4 millodesnuevos casos de
tuberculosis, y 1,8 millones de defunciones. Semestque ese mismo afio
aparecieron 440 000 casos de tuberculosis MDR¢gugaron 150 000 muertes. No
se han realizado estimaciones oficiales del ndrderoasos de tuberculosis XDR,
pero puede que se eleven a 25 000 al afio, la raageréllos letales. Desde que se
definié por primera vez la tuberculosis XDR en 2006 total de 58 paises han

notificado por lo menos un caso de tuberculosis XDRIS 2010).



4.1.2 Tratamiento

El principal objetivo del tratamiento es curar afegmo e interrumpir la cadena
de transmision. La quimioterapia de la tuberculdseise de considerar la asociacion
de dos o més farmacos antifimicos, mantener @rhianto por un minimo de seis

meses y supervisar el tratamiento (SSA, 2006).

El Programa Accion Tuberculosis apoyado en las mecmlaciones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Uniéternacional de Lucha Contra
la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UIR)Tiecomienda incluir a todos
los pacientes nunca antes tratados a un esqueltnatai@iento primario acortado
con cuatro farmacos antituberculosis. México haintkd las pautas para el
tratamiento y retratamiento de la tuberculosis eatro esquemas diferentes de
tratamiento, a los cuales en conjunto se les hamdie@ado Piramide del éxito
terapéutico Fig. 1), con la cual se pretende evitar la seleccionagms mutantes
resistentes, disminuir la capacidad infectantebdello y evitar las recaidas, ademas
de garantizar concentraciones séricas efectivadoslefarmacos debido a la
administracién del tratamiento combinado. La pidendel éxito terapéutico se
compone de cuatro tratamientos, el tratamiento gstoracortado, el retratamiento
primario, el retratamiento estandarizado y el tatréento individualizado (SSA-
TB, 2008).

El tratamiento primario acortado, que se aplicao@o$ los casos nuevos de
tuberculosis, incluye la administracion oral deniscida (H), Rifampicina (R),
Pirazinamida (Z) y Etambutol (E), tiene una duradile seis meses y se divide en

dos etapas, la fase bactericida o intensiva ydasmostén (SPLF, 2004).

El retratamiento primario, se aplica cuando hayndbro, fracaso o recaida del
tratamiento primario, los farmacos utilizados so® mismos que en el tratamiento

primario junto con la Estrepromicina (S) y con wgerte administrado de forma



parenteral, la duracion de este retratamiento debger de ocho meses, los cuales
se reparten en dos fases intensivas y una fasestigEnarsoat al, 2000).

En los casos en que existe una elevada probabilided tuberculosis
farmacorresistente, debido a que no se logré ureciém de los pacientes con los
esquemas terapéuticos anteriores, se recurreratamatento estandarizado en el
cual se utilizan farmacos de segunda linea losesuabn Kanamicina (Km),
Amikacina (Am), Ofloxacina (Ofx), Protionamida (PtoLevofloxacino (Lfx),
Cicloserina (Cs), Pirazinamida (Z) y Capreomici@m). Este esquema se debe de
seguir por dieciocho meses, y se divide en unaiféeesiva y una de sostén (SSA-
TB, 2008).

17 linea: isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E), estreptomicina (S).
27 linea: kanamicina (Km), amikacina (Am), capreomicina (Cm), etionamida (Eto), protionamida
(Pto), ofloxacina (Ofx), levofloxacino (Lfx) y cicloserina (Cs).

Figura 1. Esquema de tratamientos y retratamiento denomiRadmide del Exito.



4.1.3 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2Ghalé que existen mas
de 2,000 millones de casos de TB, de estas pex,soma de cada diez contraerd TB
activa en algin momento de su vida. En 2009, manmiele TB, 1.7 millones de
personas ( de las que 380, 000 tenian VIH) y hudbarllones de casos nuevos. La
tasa de incidencia mundial de la TB esta dismindggpero a un ritmo muy lento,
menos del 1% cada afio (OMS, 2010).

En México, de acuerdo con la informacion dispondineel Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), en el afio 20@#, presentaron 17, 143 casos
nuevos de tuberculosis, mientras que los Ultimaesdde defunciones registradas

por esta infeccion corresponden al afio 2006, c@®6lmuertes (SSA, 2008).

Debido a que esta infeccion es un problema de sahidel mundial, la OMS ha
optado por planear diferentes estrategias paralbdoente, la Ultima de ellas es la
estrategia “Alto a la Tuberculosis”, en la cualeseuentran inscritos 189 paises.
México es uno de los paises que se ha compronmaiitta estrategia anteriormente
mencionada, por lo cual la prevencion y controladiberculosis se encuentra en el
Plan Nacional de Salud 2007-2012, y los medicansegtee se utilizan para el
tratamiento de la misma pertenecen al Cuadro Bé&décdedicamentos (SDR,
2005-2011).

4.2 Plantas medicinales

La medicina tradicional (MT) responde a las ne@ed de salud de la gran
mayoria de la poblacion en los paises en desardiode el acceso a la atencion
médica y a la medicina ‘moderna’ estd limitado gactores econdmicos y

culturales. La MT se usa extensamente en estogspéimlasubramanian, 1997;
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Correa, 2002) y con frecuencia es el Unico tratatoi@l que pueden acceder las
poblaciones pobres y las comunidades remotas. Ercamexto de pobreza

persistente y marginalidad (Hirst al, 1996; Khur, 2000; UNDP, 2001) vy, en
especial, en vista de los altos precios de los caeuentos patentados (Kettler, 2002;
OXFAM 2001) la MT puede, en un futuro, adquirir roayelevancia en los paises

en desarrollo.

Los productos naturales han empezado a ser nustragegias comerciales y se
han implementado en programas de salud alternativ@aises desarrollados sin
excluir a los no desarrollados (Bezanger-Beauquetiag,, 1986). La demanda de
plantas medicinales ha crecido en Europa y todoueldo (Hersch-Martinez, 1995);
la comercializacion de plantas medicinales sigaifiada afio un negocio de 20,000
millones de doélares en todo el mundo. Siendo ua de=gran importancia a nivel
internacional tanto para quimicos, bidlogos y faréudicos (Hersch-Martinez
INAH, 1995).

La MT también desempefia un papel importante enpéises desarrollados.
Muchos productos farmacéuticos que se produceitizanten estos paises se basan
en materiales bioldgicos obtenidos a partir de Tadviestan compuestos por dichos
materiales. Entre estos productos se pueden memdms compuestos extraidos de
las plantas y algas asi como de fuentes microbignasimales. Las plantas, en
particular, son una fuente indispensable para ftodyztos farmacéuticos (Lambert
et al, 1997; Ten Katet al, 1999).

La actividad farmacologica de las plantas residencgralmente en los
metabolitos secundarios los cuales se desprendaneadabolismo primario de las
plantas Fig. 2) y han llegado a un primer plano de interés delasidsu variada
actividad biologica. Estas sustancias comprendes o& 30,000 compuestos
diferentes identificados hasta ahora y los cuatedian clasificado en diferentes
grupos, entre los principales se encuentran: peters, saponinas, fitoesteroles y/o
sus precursores (Kristt al.,, 2001; Ureclet al, 2005; Brieskorret al., 1974).
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México tiene una larga tradicion en el uso de plambedicinales, ya que hasta el
momento se tiene estimado que existen cerca d@@B@gpecies de plantas de las
cuales el Instituto Nacional Indigenista documedif#0 con usos medicinales, lo

que representa solo el 10% del total de la rigtieristica del pais (Argueta, 1994).
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Figura 2. Origen de algunos metabolitos secundarios (aldedpi

fenilpropanoides y terpenos) en el metabolismo g@rionde las plantas.

4.3 Productos naturales con actividad antimicobactana

Los productos naturales y sus derivados semisingitison importantes fuentes

de nuevos farmacos anti-infecciosos (Shu, 1998),jgegan un papel significativo
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en la quimioterapia contra la tuberculosis. Antileids aminoglicésidos, como la
estreptomicina, aislada @&reptomyces grise{Kuehlet al, 1947) y sus derivados,
kanamicina (Croret al, 1958) y su analogo amikacina (Kawaguehial, 1972);
péptidos ciclicos como la viomicina (Hasketlal, 1952) y las capreomicinas 1Ay
1B aisladas dé&treptomyces capreollRRL 2773 (Herret al, 1966; Nomotcet
al., 1978); la rifamicina, rifabutina y rifapentin@nalogos de la rifampicina
(Burmanet al, 2001) aislada d8treptomyces meditarranéPapeet al, 1985), se
utilizan en combinacion con otros farmacos antitablesos como farmacos de

primera o segunda linea.

Estos productos naturales exhiben un amplio ramgadtividadin vitro contra
M. tuberculosiscon concentraciones minimas inhibitorias (CMI) gqaedesde 0.2
ng mL? para la rifampicina, 0.5ig mL* para estreptomicina, fig mL* para la
amikacina, 4ug mL* para la viomicina, fig mL™* para las capreomicinas hasta 6

ng mL* para la kanamicina (Barry Iét al, 2000).

Los productos naturales representan una ruta alemnla busqueda de nuevos
agentes antituberculosos, la caracterizacion dectonpuestos presentes en los
extractos naturales es el primer paso para encanievos fitoquimicos (Framet
al., 1998; Sindambiwet al, 1999; Lallet al, 1999; Newtoret al, 2000; Ushaet
al:, 2001).

Se ha reportado que las plantas pertenecientefamllia Junglandacea, la cual
esta ampliamente distribuida en el mundo, preseptapiedades astringentes,
antifingicas y antimicrobianas, aunque esta Ultsoiamente se ha reportado en
corteza (Haskekt al, 1952; Nomoteet al, 1978; Burmaret al, 2001; Barry lllet
al., 2000).

Salinas Gonzélez (2004), reportd que extractosriess de la corteza dearya
illinoensis Juglans mollisy Juglans regigpresentaron actividad antimicobacteriana,

mostrando una CMI de 31.25, 50 y 40§ ml respectivamente, asi como el extracto
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etanolico de). molliscon una CMI de 10Qg/ml, ademas el extracto metandlico de
C. illinoensisy J. mollis presentaron una CMI de 13®/ml. Indicando que la
actividad de los extractos hexanicos de la cortdeaéstas plantas, se debe
probablemente al contenido de compuestos no pelauggriendo quinonas y la

presencia de triterpenos.

En el 2008, Cruz-Vegat al, probaron la actividad antituberculosa de ext®ct
hexanicos dduglans mollisy J. regia obteniendo una CMI de 5@/mL para la

primera especie y una CMI 10@/mL para la segunda.

4.4 Fitoquimicos con actividad antimicobacteriana

4.4.1Compuestos fenolicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de ptodisecundarios que contienen
un grupo fenol. Estas sustancias reciben el norndlerecompuestos fendlicos,
polifenoles o fenilpropanoides y derivan todassetial fenol, un anillo aromatico
con un grupo hidroxilo. Son un grupo muy diverse gqumprende desde moléculas
sencillas como los acidos fenolicos hasta los flaides. De acuerdo a su estructura
quimica se clasifican en compuestos no flavonoglesompuestos flavonoides
(Gimeno-Creus, 2004; Valkt al, 2000).

Los flavonoides son uno de los grupos mas numsrgsoampliamente
distribuidos de constituyentes naturales. Se conatiez clases de flavonoides,
estos compuestos contienen quince atomos de cadyoro nucleo basico y estan
arreglados bajo un sistema C6-C3-C6, en el cuahditl®s arométicos llamados A
y B estan unidos por una unidad de tres carbonegpgeaden o no formar un tercer
anillo, que en caso de existir es llamado anili@i@. 3) (OMS/OPS, 2001).
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Figura 3. Estructura quimica general

de los flavonoides.

Cada una de las clases de flavonoides, suele eawmtbajo la forma de
glucésidos con una o tres unidades de azucar, @erete en los carbonos 3 y/o 7,
siendo los azucares mas comunes la glucosa, gedactomnosa, xilosa y arabinosa.
Asimismo es frecuente que diferentes azlcares Benhanidos a una misma
aglicona y en diferentes posiciones lo que haceomal nimero de glucésidos

conocidos (Bravo, 1998).

Los flavonoides se encuentran generalmente en azezddmo agliconas y/o
glucésidos, se hallan presentes en todas las pietéss plantas, algunas clases se
encuentran mas ampliamente distribuidas que os@sdo mas comunes las
flavonas y flavonoles, y mas restringidas en surreagia las isoflavonas, las

chalconas y auronas (Hertegal, 1993).

Estos metabolitos secundarios protegen a las plaatra dafios oxidativos y
llevan la misma funcion en el organismo humanoc&cteristica principal de los
flavonoides es su habilidad para bloquear la acdiérenzimas especificas que
causan inflamacion. También inhiben la activaciém chrcindgenos, atrapan

radicales libres y previenen que estos dafien a na$éculas de &cido
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desoxirribonucleico (ADN). Cabe destacar que otapiedad que se ha reportado

para ciertas flavonas es su actividad antimicobiacte (Hertoget al., 1993).

Algunos ejemplos de flavonoides que inhiben eliom@mto deM. tuberculosis
son la ermanina una flavona aisladaHigplopappus sonorensi@viurillo et al,
2003) yLarrea divaricata(Rivero-Cruzet al, 2005), la isosakuranetina que es una
flavanona aislada deChromolaena odorata(Suksamrarnet al, 2004) y la
rubrofasarina una naftopirona triciclica que fuglada deSenna obliqu¢Graham
et al, 2004).

4.4.2 Fitoesteroles

Los esteroles contienen un nucleo ciclopentanogerfeinantreno y presentan un
grupo hidroxilo en el carbono 3. La mayoria dedsteroles naturales poseen una
cadena lateral de 8 a 10 atomos de carbono y acesdbble en el C-%{g. 4). Los
distintos esteroles solo difieren en su cadenadlatg sin embargo, presentan
grandes diferencias en sus acciones biologicas emanismo humano (Martinez,
2002).

Este grupo de moléculas esta ampliamente distidbard la naturaleza. En los
animales superiores se encuentra fundamentalméntelesterol, el cual es un
constituyente fundamental de membranas y precdessustancias fisiolégicamente
importantes (hormonas, &cidos biliares, vitaminat,). En las plantas superiores
se encuentran principalmente los denominados ditolgs: [(-sitosterol,
campesterol, y estigmasterol. Los fitosteroles soompuestos solamente
sintetizados por las plantas, que estan presentesose animales como una

consecuencia de su ingestion en la dieta (Mart2@22).
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Figura 4. Estructura quimica general

de los esteroles.

Los fitoesteroles se encuentran en aceites esescfaltas y verduras. Estos se
sintetizan por la via del acido mevalonico y egtggsentes en casi todas las partes
de las plantas, pero sobre todo en las semill&tofios. Debido a las propiedades
benéficas que presentan sobre la salud se ha iextado su estudio en los Ultimos
afnos (Pegel, 1997; Adlercrewdral., 1997; Adlercreutet al, 1998).

El B-sitosterol es uno de los fitoesteroles mas abuadan las plantas, y se ha
demostrado su efectividad biolégica en varios essugreclinicos y clinicos
llevados a cabo en tratamientos de enfermedades ebroancer estobmago (De
Stefaniet al, 2000), de colon (Raicét al, 1980), prostata (Awaet al, 2001) y
mama (Awad et al, 2000), asi como en Uulceras (Handa al, 1984), VIH
(Breytenbactet al,, 2001; Bouicet al, 1997; Scoot, 1996) y tuberculosis (Donaid
al., 1997).
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4.4.3 Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios sintetizagor las plantas,
organismos marinos y hongos. El término terpenorediere a un grupo de
sustancias que se biosintetizan siguiendo la llaniedjla del isopreno”, esbozada
por Wallach en 1866. Los terpenos se clasifican mwonoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpdBO} tetraterpenos (C40) segun
el numero de unidades de isopreno (2,3,....8) qudoimsa fig. 5 (OMS/OPS,
2001).

Los terpenos tienen muchas aplicaciones en latnaduBor ejemplo el linalol se
usa en la industria de la perfumeria (FAO, 1995bkitEal es usado como repelente
de mosquitos (Oyedekt al, 2002) y como precursor de la sintesis de laniita A
(Theagarajan, 1995), artemisinina es un sesquiterm®n una gran actividad
antimalaria (Gershenzon, 2007). Taxol y curcubiasi(Waniet al, 1971; Tannin-
Spitz et al, 2007) son compuestos antitumorales. Finalmdoge,derivados de

panaxadiol y panaxatriol son inmunoestimulantes@kaet al., 2004).

Investigaciones previas han reportado que las mEspede bacterias
pertenecientes al génekycobacteriumson sensibles a algunos triterpenos, como
el &cido betulinico (Daffet al, 1988). La principal fuente del &cido betulingmm
las plantas pertenecientes a las familBetulaceage Ebenceaey Poniaceae El
interés en este compuesto ha crecido en los Ultides afios, debido a sus
propiedades farmacoldégicas, como la actividad antierigena, anti-VIH vy
antituberculosa (Einznhamer, 2004; Tolstikeval, 2006; Glet al, 2004).
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4.4 .4 Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de mas deOD5rfetabolitos secundarios
(Avalos-Garciaet al, 2009) que tienen en comun tres caracteristomagienen uno
0 mas atomos de nitrogeno como parte de un sisteicleco, manifiestan
significante actividad farmacoldgica y han sido shitetizados de aminoéacidos
como precursores. Se encuentran en las semillessraiortezas y hojas; en estado

libre 0 como glucodsidos y son solubles en agua (@WS, 2001).

La mayoria son heterociclicos aunque algunos sonmpgestos hitrogenados
alifdticos (no ciclicos) como la colchicina. Se wetran en el 20%
aproximadamente de las plantas vasculares, la maagaotiledoneas herbaceas
(Avalos-Garcieet al, 2009). La funcion de los alcaloides en las plamo es muy
conocida, aunque se reporta que algunos interviesmno reguladores del
crecimiento y como repelentes o atractores de tiose&in embargo, por afos ha
sido conocida la accion fisiologica de muchos tles€lOMS/OPS, 2001).

En humanos, los alcaloides generan respuestaffjgias la mayoria de ellas
consecuencia de su interaccion con neurotransrsisardosis altas, casi todos los
alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosjasbtienen un alto valor
terapéutico como: relajantes musculares, tranqutes, antitusivos, analgésicos y

antimicobacterianos (Avalos-Garatal., 2009).

La cefaranona B (Singht al, 1996), piperolactama A (Desai al, 1988) y
cefaradiona B (Mata&t al, 2004) aisladas de las hojas de las plantas efedrg
Piper y algunos alcaloides aislados Eeodia rutaercapaxhiben actividad contra
M. tuberculosigAdamset al, 2005).
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4.5 Sistemas acarreadores de farmacos

Una segunda estrategia que se ha explorado enltlowgl afios en el area
farmacéutica consiste en los sistemas acarreaderi&macos, dentro de los cuales
se menciona la microencapsulacion y nanoencapéuolae farmacos en polimeros
biodegradables, la cual es considerada como unaltgga emergente (Fa#t al,
1997). Algunos polimeros usados frecuentementa @mdapsulacion de farmacos
son el &cido poli lactico (PLA) y poli (DL-lacticoe-glicolico) (PLG), los cuales

son biodegradables, biocompatibles y no inmunogér(idhimaret al, 2000).

El interés de la liberacion de farmacos a travépattadores se ha incrementado
considerablemente durante los Ultimos afios. Lameaz son obvias, si el portador
tiene el potencial para dirigir el farmaco a suiositle accion, un efecto
farmacologico optimo podria obtenerse y al misremfpio, los efectos adversos de
los farmacos podrian disminuir. Este deseo deidildg farmacos a los 6rganos

blancos especificos es un viejo suefio discutiddedeace 30 afios (Roméan, 1990).

La ciencia farmacoldgica actual encamina sus es$utkcia la basqueda de un
vehiculo capaz de transportar el farmaco hastagar e accion, a fin de evitar, en
lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo acesteio, se han desarrollado
dltimamente nuevos sistemas de administracion demafd@s, como las
microparticulas, liposomas y las nanoparticulasgestros, siendo los particulados
coloidales los que preferentemente se emplean stemas de liberacion de

farmacos (Valeret al, 1985).
Las nanoparticulas muestran ventajas sobre la®paidiculas y los liposomas,

debido a su gran estabilidad y a la capacidad lkrdi el farmaco de manera
controlada (McCleapt al, 1998).
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4.5.1 Nanoparticulas poliméricas como vectores faréuticos

Las nanoparticulas poliméricas solidas (NPS) saticpdas de menos dedm
de diametro que se prepararan a partir de polimeabsrales o sintéticos. El
desarrollo de NPS se ha convertido en un areadstigacion importante en el
campo de la administracién de farmacos, ya quenids capacidad de suministrar
una amplia gama de compuestos para las diferefméssde administracion por

periodos de tiempo sostenido.

El término nanoparticula es el nombre colective geciben tanto nanoesferas
como nanocapsulas, las cuales difieren entre sicderdo a la composicion y
organizacion estructuraFig. 6). Las nanoesferas son de tipo matricial y en este
caso los farmacos pueden ser adsorbidos en lafisigpee la esfera o encapsulada
dentro de la particula (Llabogt al, 2008). Las nanocapsulas son sistemas
vesiculares en los que el principio activo es wdirado en la cavidad interior; el
sistema consiste en un nucleo liquido rodeado parmembrana polimérica. En
este caso, las sustancias activas suelen ser tdsw el ndcleo interno, pero
también pueden ser adsorbidas a la superficie cigplsula (Couvrewat al, 1995).

Los vehiculos por los cuales pueden ser acarrdaddarmacos pueden tener la
caracteristica de ser hidrofilicos o hidroéfobos; @smo de acuerdo a su origen
pueden ser proteinas o macromoléculas biologBaspueden formular para la
absorcion selectiva por el sistema linfatico, etebeo, las paredes arteriales,

pulmones, higado, bazo o circulacion sistémica ([@edHernandez et al., 2005).

21



Nanocapsulas Nanoesferas

Parede Matriz
polimérica polimérica
Nucleo
oleoso
. a b .
Farmaco ) ) Farmaco

Figura 6. Representacion esquematica de las nanocépsulas ngegiaras
poliméricas: a) farmaco disuelto en el ndcleo alede las nanocapsulas; b)
farmaco absorbido en la pared polimérica de lagcasulas; c) farmaco retenido

en la matriz polimérica de nanoesfera.

Por otra parte, los polimeros naturales no han ampliamente utilizados para
este fin, ya que varian en pureza, y a menudo eBguientrecruzamientos para
aumentar la estabilidad fisica del sistema, lo mporia desvirtuar la encapsulacion
de farmacos. En consecuencia, los polimeros singlian recibido mayor atencion
en este ambito. Los mas utilizados son poli (ad#élktico) (PLA), poli (acido
glicdlico) (PGA) y sus copolimeros, poli (lactico-glicolico) (PLGA). Ademas,
estos polimeros son conocidos por su biocompal#ulliy por la posibilidad de
manipular la tasa de degradacion y, en consecydaciglocidad de liberacion de
farmacos, por aumento de hidrofobicidad o un aumela hidrofilicidad de la
nanoparticula (Llabcet al, 2008).
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4.5.2 Nanoparticulas en el tratamiento de la tubetdosis

La nanotecnologia se ha convertido en la princpalon para el tratamiento de
la tuberculosis, debido a que las nuevas formulesiaqjue se estan desarrollando
con esta tecnologia tienen la finalidad de aumdataoncentracion en los 6érganos
infectados, disminuir los efectos adversos, aumdatastabilidad del farmaco y

conseguir una liberacion controlada del mismo (gtedral, 2000).

La isoniazida (H) (Duttet al, 2001a), rifampicina (R) (Dutét al, 2001b),
pirazinamida (Z) (Dutet al, 2001c) y clofazimina (Burmaet al, 2001) han sido
exitosamente encapsulados en microparticulas pagnbiodegradables como
PLG, con los cuales se logra una liberacion de naaguntrolada a nivel terapéutico
(Barry 1l et al, 2000). Ademéas de estas investigaciones, enltioso§ afios se ha
visto el desarrollo de una serie de formulacioredlzbracion controlada de R con
el objetivo de mejorar la eficacia clinica del faoo (Frameet al, 1998;
Sindambiweet al., 1999).

Calleja-Avellanalet al, (2003), desarrollaron nanoparticulas biodegradatie
rifampicina (R) para el tratamiento de la tubersidp las cuales mostraron
capacidad para proteger al farmaco y evitar suadegion, asi como permitir la
encapsulacion de altas concentraciones de R y goingea liberacién controlada
del mismo.

En el 2008, Ohaslet al, desarrollaron una formulacién de nanoparticdias
rifampicina (R) las cuales fueron aplicadas por imede inhalacion para el
tratamiento de la tuberculosis, en el cual se obsque las nanoparticulas de R
fueron retenidas en los pulmones, alcanzando ldslasé blanco, es decir

macroéfagos infectados, ubicados en los alvéolos.
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5.2 Recoleccién y preparacion del extracto

La corteza deCarya illinoensisy Juglans mollisfueron recolectadas en el
municipio de General Teran, Nuevo Ledn, México margosterior identificacion
en el herbario de la Facultad de Ciencias Biol&gida la UANL por la Dra.
Marcela Gonzélez AlvarezLas muestras de corteza fueron molidas en un molino
manual. De cada muestra se pesaron 60 g y se r@aicio 500 mL de hexano (JT
Baker, México). Cada mezcla se coloco en reflujotiooo en un sistema soxhlet
por 20 h. Una vez obtenidos los extractos, se pioca eliminar el solvente a
presion reducida (Rotavapor Laborata 4003, Heidbdgtruments, Alemania). Los
extractos se almacenaron en frascos de vidrio gidmte de la luz y la humedad

hasta su uso.

5.2.1 Clasificacion y descripcion botanica d€aryaillinoensis

Figura 7. Corteza deCarya illinoensis
(Wangenh) Koch.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta

Divisién: Magnoliophyta
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Clase: Magnoliopsida
Subclase:Hamamelidae

Orden: Juglandales

Familia: Juglandaceae

Género: Carya Nutt

Especie:Carya illinoensisWangenh.) Koch

Nombres comunesnogal liso, nogal pecanero, pecan, hickory.

Son arboles de alrededor de 50 m de alto, conomedrerecto masivo de hasta 2 m
de diametro que frecuentemente se agranda y refeerta base. La corteza es gruesa,
pardo claro matizada con rojo y profundamente digidtn canales y bordes irregulares.
La copa ramosa y extendida es de forma esféricgpmmina. Las hojas se disponen
irregularmente a lo largo de la rama, son aromagcalcanzan de 29 a 40 cm de largo y
19 a 29 cm de ancho Los frutos se presentan engap 3 a 11, son ovoides a mas o
menos elipsoides, adelgazados en la punta, reddoslea la base angosta, tetraalados y
aquillados a lo largo de las suturas, alcanzanSda 85 mm de largo y 12-25 mm de
grueso; son de color pardo oscuro y estan mas @msndensamente cubiertos con
escamas amarillas; la cascara es delgada, quelrgdse abre casi hasta la base en la
madurez y frecuentemente persiste sobre la ransamtduel invierno después de soltar la
nuez. La nuez generalmente es de cubierta delgadagelgaza en ambos extremos, su
color es pardo rojizo brillante y la almendra efcéupardo rojiza a amarillo brillante
(Narave, 1983).
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5.2.2 Clasificacién y descripcién botanica déuglans maollis

Figura 8. Corteza deluglans mollis.

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase:Hamamelidae
Orden: Juglandales

Familia: Juglandaceae
Género: Juglans L
Especie:Juglans mollis

Nombres comunesNogal de nuez meca, nogal encarcelado.

Nogal silvestre que crece en areas cercanas & réamgyos, alcanza a medir
hasta 18 m. de altura. Hojas compuestas de 5 gu8lae afelpadas. Las nueces no
comestibles, de 3 a 4 cm., de la forma, color yaféande un limén. Se localiza en

Nuevo Leodn y en el Norte de San Luis Potosi (Magit979).
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5.3 Particion del extracto

A partir del extracto hexanico d& illinoensis(CIH) se extrajo la parte soluble
en metanol, para lo cual se pesaron 500 mg decéxtyase adicionaron 25 mL de
metanol (CTR Scientific, México). Una vez realizalda particion, la fraccion
soluble (CFM) se llevo a sequedad a presion redugise guardd para su posterior
uso. La fraccion insoluble (CFNM) también fue seggubesada y almacenada hasta

Su uso.

5.4 Caracterizacion Fitoquimica

Las pruebas de identificacion de grupos quimicosealizaron de acuerdo a lo

sefialado por Dominguez X. A., 1973.

» Liebermann-Burchard: Para triterpenos y compuesttesoidales. Se disolvieron
1.5 mg de muestra en cloroformo y luego se afadienas gotas del reactivo,

observandose cambios de coloracion.

» Salkowski: Para esteroles y metilesteroles. De 2 mg de la muestra se
disolvieron en 1 mL de cloroformo se agregd 1 mL &sdo sulfarico,

observandose colores amarillo o rojo.

» Shinoda: Para compuestos tipo flavonoide. 1 mg aesina se disolvio en etanol
agregandose limaduras de magnesio, se le apliadr galdespués se le
adicionaron unas gotas de &cido clorhidrico. Sesidermd positiva con la

aparicion de coloraciones, anaranjada, rojo, @=al,y violeta.

= Baljet: Para sesquiterpenlactonas. Se utilizaresbduciones que se mezclaron
en volumenes iguales antes de usarse, solucioe AisBIvié1l g de acido picrico
en 100 mL de etanol; solucion B, se disolvierongl@e hidroxido de sodio en

100 mL de agua. Para la prueba se mezclaron tres glel reactivo con la
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muestra. Se consideré positiva si aparecid unaramilin anaranjada o roja

oscura.

Cumarinas: Como las cumarinas son lactonas, seepudidolver en soluciones
alcalinas acuosas o alcoholicas con aparicion decatoracién amarilla, la cual
desaparece al acidular.

Dragendorff: Para alcaloides. Modificacion de Munje Machelobuf. En la
solucion A, se disolvieron 0.85 g de nitrato derhito en una mezcla de 10 mL
de acido acético glacial y 40 mL de agua, en lacsdh B, se disolvieron 8 g de
yoduro de potasio en 20 mL de agua. A 2 mg de mausstagregaron 4 gotas del
reactivo, la prueba fue positiva para alcaloidesbalervarse coloraciones rojas o
anaranjadas.

Permanganato de potasio: Para dobles enlaces. épar@runa solucion de
permanganato de potasio al 2% en agua, al misimpdiese disolvieron 0.2 mg
de muestra en agua, acetona o metanol. Una vezltdisal muestra se agregaron
unas gotas de la solucion de permanganato de @otasiprueba se consideré

positiva si hay decoloracion del reactivo.

Cloruro férrico: Para oxhidrilos fendélicos. Se d&® una pequefia cantidad de
muestra en etanol y se afiadié una gota de solusdeioruro férrico en agua
(2.5%). La aparicion de una coloracion o precimitaojo, azul, violeta o verde
se considera positiva.

2, 4-dinitrofenilhidracina: Para identificar el gaugarbonilo. En un tubo de
ensaye se disolvieron 50 mg de 2,4-dinitrofenilitta en 1 mL de etanol, se
agregé 1 mg del compuesto y se calienta a bafiarpari3 a 5 min. Se dejo
reposar y luego se enfrid, la aparicion de un pieado anaranjado indica la

presencia de un grupo carbonilo.

29



» Molish: Para azucares. En un tubo de ensaye sectaanuestra y se afiadieron
tres gotas del reactivo de Molish y agitd. Se diggasr 2 mL de 4cido sulfarico

concentrado. Es positivo cuando se forma un acdloreado en la interfase.

5.5 Analisis cromatografico por HPLC-DAD

La caracterizacion del extracto y sus fraccionesesdizd un utilizando un
cromatografo de liquidos (Varian, EUA) equipado cana bomba 9012,
automuestreador 9100 y un detector de arregloatodiPolychrom 9065, con una
columna Microsorb & (5 um, 150 x 4.6 mm; Varian, EUA). La fase mévil se
conformo por la solucion A que consistié en metgie¢OH) (HPLC J.T. Baker,
México) y la solucion B compuesta por acido form{@H,0,) (100 mM pH 3.0)
55:45 v/v; con un flujo de 0.8 mL min El volumen de inyeccién fue de pQ y la
longitud de onda utilizada fue de 254 nm. El extradwexanico deC. illinoensis
(CIH) y las dos fracciones obtenidas de éste, idacmetandlica (CIFM) y fraccion
no metanolica (CIFNM) fueron disueltas en clorofor(@TR Scientific, México) y

filtradas usando membranas de filtracion Durapate®.45um (Millipore, EUA).

Para el andlisis de acido ursodlico (AU) y CIFM, @#iz0 una columna
Microsorb Gg 5 um 150 x 4.6 mm (Varian, EUA). La fase movil congistn una
mezcla MeOH/agua acidificada con &} (pH 3.0) 65:35 v/v; con un flujo de 1.0
mL min™. Las variables modificadas para optimizar la s&gién fueron el pH y la

proporcion de buffer en la fase movil.

5.6 Caracterizacion del extracto por GC-MS

Se llevé a cabo empleando un cromatografo de géBenodelo 6890 (Agilent
Technologies, Alemania) equipado con una columna Bis (Agilent

Technologies, Alemania); las dimensiones de lamaokfueron 30 m x 0.25 mm x
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0.25um. El gas acarreador fue helio. El programa de ésatpra del horno fue:
inicial 70 °C (2 min), 15 °C miha 200 °C (5 min), 10 °C mina 320 °C (10 min).
La temperatura del inyector fue 270 °C. La detetaél espectro de masas fue
llevada a cabo en un detector cuadrupolo HP mdsf#18. La fuente de ionizacion
fue de impacto electrénico. Los datos se obtuvigamexploracion completa en un
rango de 30-550 uma. Se utilizé la libreria Wilegidon 7N. Las muestras se

disolvieron en cloruro de metileno y la derivatidacse realizé con trimetilsilano.

5.7 Preparacion de las nanoparticulas biodegradaldecon extracto

Las nanoparticulas cargadas con extracto fueropapadas por la técnica de
nanoprecipitacionHig. 9) para el extracto hexanico @arya illinoensisy por la
técnica de emulsificacion-difusiénrify. 10 para el extracto hexanico deglans
mollis. En la técnica de nanoprecipitacion se utilizé telacion polimero:extracto
de 1:0.05 (p/p). La formulacién de las nanopartiswonsistio en la adicion de una
fase organica en una fase acuosa; donde la fagmicagse compuso de 100 mg de
polimero Eudragft L 100-55, 5 mg de extracto hexanico@esillinoensis disueltos
en 10 mL de isopropanol/acetona 50:50 (v/v) y & facuosa correspondié a 25 mL
de agua. La adicion de una fase en otra se llesaba por inyeccion en agitacion

continua y después se eliminé el solvente a prasiducida.
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Fase organica __

Difusion del solvente

Agregacion del pcli'mero

Fase acuosa

NPs

———

Evaporacion del solvente

NPs purificadas

NPs de 130 nm

Figura 9. Método de nanoprecipitacion para la encapsulacelnegtracto deCarya

illinoensis

Para la técnica de emulsificacion-difusion sez#ion 2.1 g de fase orgéanica la
cual consistié en 105 mg de Eudrdit100-55, 1.995 g de alcohol bencilico y 2.5
mg de extracto hexanico de mollis a la cual se le adicionaron 3 g de una fase

acuosa con 0.42 g de alcohol polivinilico al 14% pR2.58 g de agua. Ambas fases

fueron emulsificadas a 2000 rpm (EUROSTAR powelk# ®-WERKE) durante

20 min. Posteriormente se adicionaron 66 g de apstilada para difundir el

solvente e inducir la formacién de nanoparticulas.

Se midi6 el tamafio de las nanoparticulas biodegtad por el procedimiento

de dispersion de luz dindmica, en un Zetasizer N&gh@Malvern).
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.
Fase acuosa

2000 rpm

Fase organica

+ Agitacion

Ariadir un exceso de agua

Difusion del solvente y
agregacion del polimero

Centrifugacion
25,000 rpm

NPs purificadas

%

NPs de 130 nm

Figura 10. Método de emulsificacion-difusion para la encapsdla del extracto de

Juglans mollis

5.8 Activacion de la cepaycobacterium tuberculosisH37Rv

Para la activacion la cepa se sembro por exteresidagar Middlebrook 7H10
(BBL, Becton-Dickinson; Cockeysville, MD), se inculdurante 21 dias a 37 °C de

temperatura en una atmosfera hiumeda. Una vez traioscese tiempo se observé

crecimiento suficiente confirmandose la preseneiddtuberculosigpor medio de

la tincion Ziehl-Neelsen. Posteriormente se tomadasicolonias de la micobacteria

y se suspendieron en PBS, se tom6 una muestracpatabilizar el nimero de

bacterias en la camara de Neubauer y se ajustéaacamcentracién de 1x310
bacterias mL* en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, métrMich.).

5.9 Evaluacioén de la actividad antituberculosa

Se utilizaron placas de 96 pozos estériles de fqialoo con tapa. Por cada

muestra se sembrd una caja y para cada concentrseifomaron tres pozos por
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fila. Los rangos de las concentraciones finaledadediluciones de las muestras
fueron: para la clofazimina (CLF) 5-0.318 mL" la cual funge como farmaco
control, para CIH, CIFM y CIFNM 500-6@g mL™. Se agregaron 50L de medio
Middlebrook 7H9 suplementado con OADC (acido oleiatbumina, dextrosa y
catalasa) (Becton Dickison and Company, E.U.A) @ndeé se encuentra la muestra
disuelta. Posteriormente se afiadieronubOde la suspension dd. tuberculosis
(1x1C bacterias ml') a cada pozo, se dejaron 2 pozos como controfedgntiento
de la bacteria. Los pozos del perimetro fueronatles con agua estéril para
minimizar la evaporacion en la placa. Las placasdin selladas con cinta adhesiva
e incubadas a 37 °C por 10 dias en una atmoésfereedal Al décimo dia se
afadierorl5 pL de una mezcla de Azul de Alamar (Trek SistemasgBdstico Ltd,
Reino Unido) 1:1 con Tween 80 (Polisorbato 80, BankOleato, Poli-Oxietileno,
Materiales y abastos especializados, México) &0l cada uno de los pozos. Las
placas se incubaron por 16 h y después se leylu@egcencia a una absorbancia
de 535 nm de excitacion y 595 nm de emiskig.(11).

Se utilizaron tres pozos por
muestra

B l Anadir 50 pL de
Anadir 50 uLl cada solucién
de bacterias B ARAEBIABRE

(2x105)

Se incuba por 9 dias y Se
se agrega el colorante
Azul de Alamar

lee su
fluorescencia a una
absorbancia de 535
nm de excitacion y
595 nm de emision

Figura 11. Esquema de montaje de la placa para la evaluacion

de la actividad antituberculosa por la técnicafdell.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion de los extractos

El material vegetal fue depositado e identificada goucher No 025528 para
Carya illinoensisy No 025551 parduglan mollis.La obtencion tanto del extracto
hexanico deC. illinoensis(CIH) como del extracto hexanico demollis (CIM) se
realizé con soxhlet, debido a que este métode umra eficiencia de extraccion alta
(Furton et al, 1991). Con la utilizacion de este método, laieficia de la
extraccion fue de 1.32% como se observa éralga 1, este valor coincide con lo
reportado por Salinas Gonzalez (2004) para estaciesplLos componentes
quimicos de la corteza se dividen en lipofilicdsidrofilicos, la fraccion lipofilica
esta constituida por sustancias solubles en sesepbco polares (hexano, éter
etilico, diclorometano) como terpenos, terpenoidesas, grasas y alcoholes
alifaticos superiores. La fraccion hidrofilica esténstituida por sustancias
extraibles en agua o por solventes de alta pothr{daetona, alcohol etilico) y
contiene gran cantidad de compuestos fendélicosadiamulacion de compuestos
poco polares en la corteza es menor en comparaoddn los compuestos
encontrados en la fraccidn hidrofilica. Debido @éscrito anteriormente se explica
el bajo rendimiento del extracto CIH, en companaa@én una extraccion realizada
a partir de un solvente de alta polaridad, comeepwrta Orea-lgarzat al, en el
2006.

De acuerdo a las pruebas coloridas, la caracté&izditoquimica preliminar
resultd positiva para esteroles, terpenos, flawe®i cumarinas y alcaloides.
Tomando en cuenta que se analizé un extracto deateta poco polar, los grupos
de mayor presencia seran los que posean baja qamlaentre los cuales se
encuentran los esteroles y terpenos.
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Tabla 1.- Resultados del rendimiento y caracterizacion fitotiea de los extractos de
corteza de dllinoensisy J. mollis.

Especie Rendimiento Identificacidn parcial con
reacciones coloridas

Juglans mollis 3.205 % Esteroles, flavonoides,
Carya illinoensis 1.320 % terpenos ,cumarinas,
alcaloides

6.2 Particion del extracto

En la particion llevada a cabo con metanol a pdeirCIH se obtuvieron las
fracciones CIFM y CIFNM, debido a la polaridad dmllvente en la primera
fraccion se encuentran los componentes de mayarigadl, mientras que en la
segunda fraccion se encuentran los componentesedermolaridad. El resultado
de haber realizado la particién se reflejo en fardhcia del nUmero de sefiales
observadas en los cromatogramas del extracto yiasidracciones. El nimero de
sefales registradas en los cromatogramas de CIFMIFNM es menor en
comparacion con el numero de sefiales observada$ enomatograma de CIH,
como lo muestra I&ig. 10. Posteriormente se decidid determinar la presaheia
acido ursodlico (AU) en la CIFM partiendo de dosusngntos, el primero fue la
naturaleza polar de éste fitoquimico lo cual lenptria tener afinidad por el
solvente utilizado en la particion y el segunddasd en el estudio desarrollado por
Bankeuet al.** donde se reporté la presencia de AU en extrantgandlicos de la
corteza de algunos arboles.
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6.3 Andlisis cromatografico por HPLC-DAD

Para su caracterizacion el extracto y sus fracsiseeanalizaron por HPLC. La
primer etapa consistié en obtener las condicioeesegaracion de los componentes

de manera optimizada con el fin de obtener el magiorero de sefiales posibles.

Inicialmente se utilizd una columnadCcon una fase movil de acetonitrilo
(MeCN), sin embargo con esta fase se obtuvierolayaefiales traslapadas y con
un bajo tiempo de retencion (Tr). Posteriormentgsdo un gradiente de una
mezcla de dos soluciones segun recomendacién deen\2D3; solucion A:
(MeCN) y solucion acuosa acetato de amonio (AgNED mM pH 6.0 (90:10) y
solucion B: MeCN y solucion acuosa AciNB0 mM pH 6.0 (10:90).

Se probaron cinco mezclas de las soluciones (R®1t0, 75/25, 50/50, 25/75
y 10/90 pero bajo estas condiciones no se detéoguma sefial de los compuestos
del extracto, razon por la cual se opto por evalunar fase movil con una solucion
amortiguadora a menor concentracion y se ensayaszclas de MeCN y AcNH
10 mM pH 6.0 en diferentes proporciones: 80:20 3F0con esta ultima eleccion
se obtuvo una separacion aceptable de la muestyaeyae obtuvieron seis sefales,
no obstante, el Tr de la muestra fue muy cortoa Ramentar el Tr se probd una
fase movil con una solucibn amortiguadora acidaCMey solucion acuosa de
acido férmico 100 mM pH 4.85 en las proporciondés46, 70:30, 75:25 y 80:20;
mejorando alun mas la separacion ya que se obtavikea sefales, pero con una
pobre resolucion debido al Tr bajo. En todos Istesnas anteriores se usé un flujo
de 1 mL min'.

Finalmente se utiliz6 MeOH y solucion acuosa de@HL00 mM con un pH
menor de 3.0, en las siguientes proporciones: 763d@5 y 50:50 con un flujo de
0.8 mL min', seleccionado éste Gltimo como el mejor sisteraajue se obtuvieron
ocho sefiales y se logr6 mejorar el Tr. En el periimatografico de CIH se

registraron las ocho sefiales, contando la sefatiefapo muerto con un Tr de

37



2.433 min. La inyeccion del estandar de AU fue ddiqular interés ya que se
identifico la sefial del mismo, el cual tiene under 6.050 min, ademas de que se
comparo con el cromatograma de CIFM obteniéndoaecaimcidencia en el Tr del
AU. Para este compuesto existen reportes predaidoresencia en la corteza de
otras especies como es el casdPtgsocarpus intermediy8ankeuet al, 2010).
Debido a los resultados satisfactorios obtenidgs éstas condiciones, se decidid
analizar las fracciones CIFM y CIFNM bajo las misntandicionesKig. 12). En
base a los resultados obtenidos en este anéliplarge6 someter las muestras a una

espectrometria de masas.

a)

b)

0

Figura 12. Analisis por medio de HPLC-DAD a)
cromatograma del extracto hexanico de cortezaCde
illinoensis b) cromatograma de la fraccion metandlica
del extracto deC. illinoensisy c) cromatograma de la

fracciéon no metandlica del extracto@eillinoensis.
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6.4 Caracterizacion del extracto por GC-MS

Antes de llevar a cabo el analisis de GC-MS, toldas muestras fueron
derivatizadas con trimeltilsilano, este procedirtoese llevd a cabo debido a que la
mayoria de los compuestos encontrados en CIH, GIENENM asi como cada uno
de los estandares estudiados poseen un peso naolesyperior a 300 uma
(Tanachatchairatana, 2008), ademas de grupos fale® con hidrégenos activos
(COOH, OH, NH y SH) ya que ambas caracteristicas afectaativagnente la

volatilidad de estos compuestos.

Al analizar el estandar de AU por GC-MS este mostrdr de 32.96 minHg.
13). Una vez obtenido el espectro de masas del Atbs®ard con el espectro de
masas obtenido por el componente que presentéselonilt presente en la muestra
CIH. Sin embargo, ambos espectros difirieron esitréo que permitio descartar la

presencia de AU en la fraccion estudiada.

Abundance. TIC: 0900013.0
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Figura 13. Cromatograma de gases del estandar de acido

ursoélico derivatizado con trimetilsilano.
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No obstante, se cotejaron todas las sefales obtenid CIH en la libreria
Wiley Ed. 7N, la sefal que registré un Tr de 32i8 fue identificada como acido
betulinico (AB). Considerando la identificacion lreada por la libreria Wiley Ed.
7N, se analiz6 el estandar de AB para confirmgrésencia de este compuesto en
dicha muestra. El estandar de AB mostré el mismg &spectro de masas que el

componente presente en CIH, lo cual confirmé Iagmeia de dicho triterpeno en la

misma Fig. 14).
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Figura 14. Comparacion de espectros de masas del
total de iones de: a) estandar de acido betuliyidm)
muestra de extracto hexanico de corteza @e

illinoensis.

De igual manera la sefial con un Tr de 29.52 minideatificada comd3-
sitosterol por la libreria Wiley Ed. 7N, en estsa@@ambién se analiz6 un estandar de

dicho compuesto. Tanto el Tr como el espectro deamdueron iguales en ambas
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muestras, lo cual confirmo la presencia de éstedierol en la muestra de CIHd. 15
y Fig. 16).
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Figura 15.- Comparacion de espectros de masas de: a) estfndaitosterol y b)

muestra de extracto @ illinoensis

Cabe sefalar que el AB y @t sitosterol también se identificaron en la fraccion
CIFM y ambos compuestos también han sido utilizagtognvestigaciones previas por
sus propiedades antiTB, como lo reportan los tosbajdesarrollados por
Tanachatchairatana y col., en el 2008 y Saletes, en el 2002. Por otro lado, en la
muestra CIFNM, los compuestos identificados fuekensitosterol, a- amirina y
sitostenona, de los cuales, solamenta-kEmirina cuenta con reportes sobre su accion

biolégica frente aM. tuberculosis

También se analizé el contenido de la nanoparticalgada con extracto d&
illinoensis (NIC), identificandose €B-sitosterol como el compuesto encapsulado en las

nanoparticulas Hig. 17). La naturelza hidrofobica deB-sitosterol fue el factor
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determinante para que este compuesto se incorperda nanoparticula. Se han
desarrollado estudios donde se ha logrado incarporapuestos hidrofébicos como el
el B-caroteno (Tan y Nakajima, 2005; Yuan et al., 209 #)toesteroles (Schubert y

Engel, 2004) en sistemas nanodispersados.

........ p— sitosterol |
#000000 a)

.....

b) Acido betulinico

c) p— sitosterol

i

Figura 16. Analisis por medio de GC-MS : a)

cromatogramas del extracto hexanico de cortez@.de
illinoensis b) cromatograma del estandar de &cido
betulinico y c¢) cromatograma del estandar fgte

sitosterol.
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Figura 17. Espectro de masas de las nanoparticulas biodéjeadeargadas

con extracto hexanico d& illinoenesigNCI).

6.5 Elaboracion y caracterizacion de nanoparticulapoliméricas

Para la elaboraciéon de las nanoparticulas polim&margadas con extracto de
J. mollis (NJM) se utilizo el polimero Eudragit® L100-55 cda técnica de
emulsificacion-difusién obteniéndose nanoparticlas130 nm con un indice de
polidispersidad (PI) de 0.100. El polimero utilimagara la preparacion de las
nanoparticulas poliméricas cargadas con extractG.dkinoenesis(NCI) fue D-
acido lactico. El tamafio de las N@ie de 180 nm con Pl de 0.070. El PI es un
parametro para la amplitud de la dispersion deidtiloucion del tamafio de las

particulas.

Se realiz6 una microscopia electronica de barrata pbservar la morfologia
de las nanoparticulas, las cual confirm6 que podeema esférica con una

superficie lisa, como se muestra eifrig. 18
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Figura 18. Micrografia electronica de barrido de
nanoparticulas poliméricas biodegradables cargadas

con extracto hexanico dgarya illinoensis

6.6 Evaluacioén de la actividad antituberculosa

La actividad antimicobacteriana de los extractdéasyfracciones se evalué con
el método colorimétrico de azul de alamar a padidiluciones seriadas. Antes de
llevar a cabo la evaluacion de los mismos se i@alzensayo con CLF, de esta
manera se determind la concentracion empleada cmntol positivo en cada
ensayo. El rango de concentraciones utilizado endéuacion biologica de CLF fue
de 5 hasta 0.31f8g mL*, todas las concentraciones presentaron imfabicion
superior del 80%HKig. 19. Para cada ensayo, se utilizé la concentraciof. 50

ng mL* de CLF como control positivo.
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Figura 19. Efecto inhibitorio determinado por la técnica @duccion
de Azul de Alamar de la clofazimina conliatuberculosis H37Rv

El rango de concentraciones evaluadas para JMH, CIIFM y CIFNM, fue de
500-31ug mL*. Como puede observarse CIH mostré un rango deigibin entre
80 y 90% en las tres concentraciones més altayaes 500, 250 y 1259 mL™.
En lo que respecta a JMH, esta exhibi6 un maximé&Q#é de inhibicién a una
concentracion de 50Qug mL*!, estos resultados indican la pobre actividad
antituberculosa de esta muestra comparada con Eid 20). En base a esta

observacion se decidio elaborar solo las nanopéaticpoliméricas cargadas con

extracto hexanico dé. illionensis
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Figura 20.Efecto inhibitorio determinado por la técnica deuecion de
Azul de Alamar de los extractos hexanicosQiellinoensisy J. mollis

contra el crecimiento de la cepa H37RwWlle¢uberculosis

En laFig. 21 se muestran los resultados obtenidos para CIFNMF)NK. Como
se observa ninguna de las concentraciones evalpadada fraccion CIFM mostro
una inhibicion superior del 50%. Por su parteréedion CIFNM, exhibié un 70%
de inhibiciobn en cada una de las concentracioneduadas. Cabe destacar la
diferencia en el porcentaje de inhibicion exhibigor CIH y CIFNM a
concentraciones bajas, por ejemplo el extracto tetmpa 62 pg’ presenté
aproximadamente el 50% de inhibicion mientras gué&dccion CIFNM presento
una inhibicion aproximadamente de 70%. A pesaraddta inhibicién conseguida a
una baja concentracion por parte de CIFNM, se aprque el porcentaje de
inhibicion no guarda proporcion con las diferentescentraciones ensayadas ya
gue en todas las concentraciones la inhibicionnakda no tuvo variacion; siendo
superada esta inhibicién por la obtenida con C#ddn por la cual se plantea que
existe una sinergia entre los componentes del Glguk permite que esta muestra

supere a la CFNM.
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Figura 21. Efecto inhibitorio determinado por la técnica dduccion de
Azul de Alamar de las fracciones metandlicas y netamolicas del
extracto deC. illinoensiscontra el crecimiento de la cepa H37RvMe
tuberculosis

Para el caso de la evaluacion de la actividadudsitulosa de la formulacion de
NCI se probé un rango de concentraciones de 5-Qugl®L™. Los resultados de
NCI muestran una actividad promedio de 7(Rig.(22); lo que demuestra que la
actividad del extracto no se vio afectada en graedida por el proceso de
elaboracion de las nanoparticulas. Sin embargocderdo a lo sefialado en el
analisis por cromatografia de gases el componeitteigal de la NCI fue ep-
sitosterol, mientras que en CIH tambien se idewtitin el acido betulinico y
estigmasterol, lo anterior nos indica que no tddescompuestos del extracto libre
fueron encapsulados en las nanoparticulas. Ademata cevaluaciéon de NCI
también se evaludé una formulacion de nanoparticblasco como control para

determinar el efecto del polimero sobre la viabilidle la micobacteria.
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El polimero utilizado en este estudio ireacido lactico, el cual de acuerdo a un
estudio de perfil de liberacion, tarda hasta cuagmanas en liberar el principio
activo que esta encapsulado; situacion que pudakr hdluido en el nulo resultado
obtenido al aplicar el tratamiento con la nanopaldi sélida (Milleret al, 1977;
Heyaet al, 1991). Debido a que cuando se administraronueforsna sélida no
hubo interaccion con la micobacteria, se decidiérat la integridad de las NIC
mediante la disolucion del material polimérico d@gangente de la particula y liberar
el contenido.

Debido a las aplicaciones terapéuticas atribuidas asteroles y triterpenos para
el tratamiento de la tuberculosis pulmonar, se Hdesarrollado algunas
investigaciones para descubrir los mecanismos d&radajo los cuales estos
compuestos actuan contra el baciloMetuberculosis La alta lipofilicidad de las
sustancias ha sido reportado como una caractaristiportante de la actividad
antimicobacetriana (Silvat al., 2007). Debido al hecho de que el pared celwar d
las micobacterias contienen sustancias lipofiliahsomo &cido micdlico, sustancias
mas lipofilicas son capaces de penetrar mas facibren la célula (Palomiret al.,
2002). Se ha demostrado con una serie de terpemofadctividad mejora con la
lipofilicidad de la sustancia, en comparaciéon corasalogos mas polares (Riverta
al., 2001). Conjuntamente se han encontrado evidencdel -efecto
inmunomodulador de los esteroles usando una mdecketa-sitosterol/sitosterina.
En este estudio se plantea que el mecanismo denagmsiblemente esta
relacionado con un efecto sobre el control de l&scinas inflamatorias. Esta
modulacion en la produccion y actividad de citosjrgerce efectos beneficiosos en
pacientes con enfermedades infecciosas (Bouic ypteeht, 1999; Bouic, 2001). A
pesar de que el mecanismo exacto de accion deslesokes aun no se conoce se
sugiere que puede estar relacionado con el mesatmldel colesterol o los efectos
antiinflamatorios a través de una interferencia en metabolismo de la
prostaglandina (Lowe y Ku, 1996) .
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El acido betulinico también tiene un efecto modoltade la respuesta inmune
(Yun et al, 2003). Al igual que en el caso de los ester@emecanismo de accion
de terpenos no se entiende completamente, pespsewta que implican disrupcion
de la membrana por los compuestos lipofilicos (Meaét al, 1997).

100 -
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mC. illinoensis NP

Figura 22. Efecto inhibitorio determinado por la técnica dduccion de
Azul de Alamar de las nanoparticulas cargadas xtraagto hexanico de

C. illinoensiscontra el crecimiento de la cepa H37RwWeuberculosis
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7. CONCLUSIONES

El extracto hexanico de corteza @eillinoensismostré un rango de inhibicion
entre 80 y 95 % en las tres concentraciones mas aftsayadas 125, 250 y 549
mL?, lo cual representa una potencial alternativa para el tietgm
quimiterapeutico de la tuberculosis debido a lavaletd antituberculosa que posee.
Se sugiere que la accion antimicobacteriana seeqigespor la sinergia de sus
componentes ya que el fraccionamiento disminuykadactividad. Finalmente una
vez evaluada su actividad antituberculosa, éstmakzo por GC-MS vy se identifico
la presencia de acido betulinico, no reportado &@a especie, \3-sitosterol,

moléculas a las cuales se les atribuye la acthaadgica que presenta el extracto.

Se desarroll6 un método para la nanoencapsulaeiéextracto hexanico de.
illinoensis estas nanoparticulas mostraron una actividad @donde 70% de
inhibicion. Aunque solo ciertos compuestos actiftaeson atrapados en el proceso
de encapsulacion esto no afecto la actividad d&ttulosa del extracto.

El desarrollo de un método para la encapsulaciGmdextracto, abre el camino
para seguir estudiando nuevas moleculas provesiafgeplantas; asi como de
emplear tecnologias farmaceuticas emergentes comevas formas de

administracion
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