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RESUMEN

Juan Manuel de Jesus Favela Hernandez Fecha de Graduacion:
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Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: ~ AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS
COMPUESTOS ANTIBACTERIANOS Y
ANTITUBERCULOSOS DE LARREA TRIDENTATA,
DETERMINACION DE SU TOXICIDAD Y MECANISMO
DE ACCION DEL COMPUESTO MAS ACTIVO”

Paginas: Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con

orientacién en Farmacia.

Propésito y Método de estudio: Las enfermedades infecciosas son un peligro actual.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que han ocasionando alrededor
de 17 millones de decesos al afio a nivel mundial. Las enfermedades infecciosas de las
vias respiratorias ocasionadas por bacterias son una de las principales amenazas para la
salud publica mundial. La Secretaria de Salud reportd que hasta el 12 de junio del
2010, en todo el pais se han registrado 12, 238, 438 casos de Infecciones Respiratorias
Agudas. Por otro lado, Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis
afecta a cerca de un tercio de la poblacion mundial. La OMS reporto en el 2011, que
en el afio 2010 a nivel mundial hubo un estimado de 8.8 millones de casos nuevos de
tuberculosis. A pesar de que se cuenta con los farmacos para tratar este tipo de
infecciones hay una problematica que las bacterias han adquirido resistencia por lo que
existe la necesidad de buscar nuevas alternativas. Las plantas medicinales
proporcionan una fuente invaluable de nuevos agentes antibacterianos y
antituberculosos. Es por ello que en el presente trabajo se planted estudiar el extracto
cloroférmico y metandlico de L. tridentata ya que en estudios anteriores dichos
extractos mostraron actividad antibacteriana y antituberculosa. Por lo que se decidid
llevar a cabo un estudio fitoquimico de ambos extractos para determinar la actividad
antibacteriana, antituberculosa y citotoxicidad de sus constituyentes y determinar el
mecanismo de accion del compuesto mas activo.

Conclusiones y contribuciones: Del extracto cloroférmico se aislaron y caracterizaron
tres lignanos: &cido dihidroguaiarético (Lt4), 4-epi-larreatricina (Lt7), 3"-demetoxi-6-
O-demetilisoguaiacina  (Lt8), y cinco flavonoides: 5,4 -dihidroxi-3,7,8,3"-
tetrametoxiflavona (Lt2), 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona (Lt3), 5,4 -dihidroxi-
3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5), 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona (Lt6) y 5,7,4 -trihidroxi-
3,8,3"-trimetoxiflavon (Lt6a). Del extracto metanolico se aislaron y caracterizaron: un
lignano el 3 -demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8), y dos flavonoides: la 5.4’-
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dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt15). El
compuesto Lt10 se aisld por primera vez de L. tridentata. EI compuesto mas activo para
ambos extractos (cloroformico y metandlico) fue el lignano 3’-demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina. Compuestos adicionales que contribuyeron con la actividad
antibacteriana y antituberculosa del extracto cloroformico fueron: el acido
dihidroguaiarético (Lt4), 4-epi-larreatricina (Lt7), 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona
(Lt6), 5,4"-dihidroxi-3,7,8,3"-tetrametoxiflavona y 5,8,4"-trihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona (Lt3). Compuestos adicionales que contribuyeron con la actividad
antibacteriana y antituberculosa en el extracto metanolico fueron: 5,4’-dihidroxi-3,6,7-
trimetoxiflavona (Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt 15). Es la primera vez
que se reporta la actividad antibacteriana de Ltl10 y Lt15. El lignano acido
dihidroguaiarético (Lt4) fue el mas citotoxico para las células Chang y la 5,4"-
dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) fue el compuesto menos citotoxico para las
células Chang. ElI mecanismo de accién del compuesto mas activo en este caso el
lignano 3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8) podria estar relacionado a la
represion de proteinas del sistema transportador ABC que utiliza la bacteria como
mecanismo de resistencia de acuerdo al analisis de expresion génica diferencial. No hay
reportes de mecanismos de accion para este tipo de compuestos, por lo que estos datos
son una nueva contribucion importante.

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona

FIRMA DEL CO-DIRECTOR DE TESIS

Dra. Elvira Garza-Gonzalez
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Enfermedades infecciosas

El mundo actual, sumamente movil, interdependiente e interconectado, ofrece
innumerables oportunidades para la rapida diseminacion de enfermedades infecciosas.
La Organizacion Mundial de la Salud reporta que las enfermedades infecciosas, son las
causantes del 25% de la mortalidad mundial, ocasionando alrededor de 17 millones de
decesos al afio y disminuyendo la calidad de vida de miles de personas (OMS 2002-
2005; Olshansky J et al., 1997).

En el mercado farmacéutico, existe tratamiento adecuado para erradicar algunas
infecciones de mayor incidencia a nivel mundial, pero la falta de medios econémicos
para atacar estas infecciones provoca su rapida diseminacion. Es por esto que la mayoria
de las muertes provocadas por enfermedades infecciosas, ocurren en paises
industrialmente subdesarrollados y en areas tropicales; pues la poca infraestructura en
salud de estos paises, la pobreza, negligencia y las condiciones insalubres crean un

ambiente propio para el desarrollo de estas enfermedades (OMS 2002-2005).

Las enfermedades infecciosas se pueden clasificar segun el agente transmisible y/o
patdgeno que la causa. Por ejemplo, infecciones causadas por bacterias, hongos,

parasitos, virus o priones (proteinas) (Nelson K et al., 2000).

Otra forma de clasificar a las enfermedades infecciosas, es de acuerdo a su
comportamiento dentro del huésped. Cualquier enfermedad infecciosa que se disemina
de un huésped a otro, de forma directa o indirecta, se denomina enfermedad
transmisible. Las enfermedades transmisibles contagiosas son enfermedades que se
diseminan con facilidad de una a otra persona (Nelson K., 2000). Ademas las

enfermedades infecciosas, también se clasifican de acuerdo al drgano, sistema o el sitio



en el que se observan manifestaciones clinicas relacionadas a la infeccion (Nelson K., et
al 2000). Entre las cuales se encuentran las infecciones de vias respiratorias altas e
infecciones en vias respiratorias bajas, gastrointestinales, renales e infecciones

dermatoldgicas.

1.2 Enfermedades infecciosas de las vias respiratorias

Actualmente una de las principales amenazas para la salud publica mundial es la
prevalencia de las enfermedades infecciosas de las vias respiratorias causada por
bacterias resistentes a los farmacos, la cual se intensifica en los hospitales denominadas

comunmente enfermedades nosocomiales.

La Secretaria de Salud reportd en el 2011 que hasta el 12 de junio del 2010, en
todo el pais se habian registrado 12, 238, 438 casos de infecciones respiratorias agudas.
De todos los casos 5,379,740 se presentaron en el sexo masculino (44%) y 6,858,698 en
el femenino (56%). El grupo de edad mas afectado fue el de los menores de un afio
(incidencia de 64,589.7 por 100 mil habitantes), y enseguida el de nifios de 1 a 4 afios de
edad (incidencia de 36,228.4 por 100 mil habitantes).

Las bacterias que causan mayor numero de infecciones en las vias respiratorias
en hospitales son: Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli y Enterobacter cloacae. Las
infecciones con estas bacterias complican las condiciones clinicas del paciente y estan
asociadas con una alta morbilidad y mortalidad (Del Toro et al., 2006; Kuo et al., 2007,
Grupper., et al 2007). Adicionalmente, estas bacterias estan asociadas con otras
infecciones nosocomiales, particularmente en pacientes inmunosuprimidos y con fibrosis
quistica (Obristsch et al., 2005; Driscollo et al 2007). S. aureus resistente a meticilina
(RM) es de particular interés en los Estados Unidos, donde aproximadamente el 60% de
infecciones con estafilococos en hospitales son causadas por S. aureus RM y esta
proporciéon continua aumentando (Ferrara et al., 2007). S. pneumoniae resistente a

penicilina y enterococos resistentes a vancomicina son una causa adicional de
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preocupacion en los tratamientos de los pacientes (Berger-Bachi et al., 2002).

Para

combatir a los agentes infecciosos anteriores causantes de las infecciones en las vias

respiratorias contamos con una gran gama de antibidticos.

En la tabla 1 podemos

observar algunos de estos farmacos de acuerdo a su clase y mecanismo de accion
(Brunton et al., 2007).

TABLA 1.

ALGUNOS EJEMPLOS DE FARMACOS ANTIBACTERIANOS

Clase

Mecanismo de accion

Farmacos

Antimetabolitos:
Sulfonamidas y

Inhiben la incorporacion del acido para-
amino benzdico (PABA) en el acido folico

Sulfanilamida, sulfadiazina,
sulfametoxazol, sulfisoxazol,

Trimetoprim y el trimetoprim evita la reduccion del | sulfacetamida
(diaminopirimidina) | dihidrofolato en tetrahidrofolato
Quinolonas Inhiben el superenrollamiento de DNA | Acido nalidixico, cinoxacina,

mediado por la girasa

norfloxacina, ofloxacina,
esparfloxacina

Beta lactamicos

Inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana

Penicilinas G y V, metilicina,
oxacilina, nafcilina, ampicilina,
amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina,
piperacilina, mezlocilina

Cefalosporinas

Inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana

12 generacion: cefalexina, cefalotina;
22 generacion: cefuroxima, cefoxitina,
cefaclor; 32 generacion: cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima.

Carbapénicos

Se unen a proteinas ligadoras de penicilina,
entorpece la sintesis de la pared bacteriana.

Imipenem, meropenem

Inhibidores de la
betalactamasa

Se ligan a las B-lactamasas, las inactivan y
asi evitan la destruccién de los antibidticos
B-lactémicos que sirven de sustratos para
dichas enzimas.

Acido clavulanico/Amoxicilina, acido
clavulanicofticarcilina.

Aminoglucosidos

Se unen a la subunidad ribosdmica 30S e
interfiere en el comienzo de la sintesis
protéica. EI aminoglucésido que se liga a la
subunidad 30S también ocasiona lectura
errénea de mRNA, lo cual produce una
proteina sintetizada en forma incompleta o
incorporacion de aminodcidos incorrectos
que culmina en la produccién de proteinas
anormales o no funcionales.

Gentamicina, amikacina, tobramicina,
netilmicina, estreptomicina,
neomicina, kanamicina.

Tetraciclinas

Inhiben la sintesis de proteina de la bacteria
al ligarse al ribosoma bacteriano 30 S y
evitan la llegada del aminoacil tRNA al
sitio aceptor en el complejo MRNA-
ribosomal

Clortetraciclina, oxitetraciclina,
demeclociclina, metacilina
doxiciclina, minociclina.

Macroélidos

Inhiben la sintesis de proteina al ligarse
reversiblemente a subunidad ribosémica50S

Eritromicina, claritromicina y
azitromicina.

Glucopéptidos

Inhiben la sintesis de la pared celular.

Vancomicina, teicoplanima.

Estreptogramina

Inhibe la sintesis de proteinas al combinarse
irreversiblemente al ribosoma 50S

Quinopristina/ Dalfopristina.

Oxazolidinona

Inhibe la sintesis de proteinas al unirse al
sitio P de la unidad ribosémica 508S.

Linezolid.




Por otro lado, Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis
afecta a cerca de un tercio de la poblacion mundial. La OMS reporté en el 2011, que en
el afio 2010 a nivel mundial hubo un estimado de 8.8 millones de casos nuevos de
tuberculosis, 1.1 millones de defunciones por esta infeccion en personas seronegativas
para el VIH y adicionalmente 350,000 muertes por tuberculosis asociada con infeccién
por el VIH (OMS 2011). Por consiguiente dando un total de 1.4 millones de personas
muertas por tuberculosis en el 2010. Para combatir la tuberculosis se cuenta con
farmacos especializados, los cuales se clasifican en 2 grupos en funcion de su eficacia,
potencia y efectos secundarios: farmacos de primera linea que se presentan en la tabla 2:
isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol, estreptomicina, los cuales combinan el
maximo nivel de eficacia con un grado aceptable de toxicidad, y farmacos de segunda
linea que se presentan en la tabla 3: kanamicina, capreomicina, tioamidas pirazinamida,
ofloxacina, cicloserina, acido aminosalicilico, entre otros, que se utilizan en los casos de

tuberculosis resistentes (Harman et al., 2001; Brunton et al., 2007)

TABLA?2
FARMACOS ANTITUBERCULOSOS DE PRIMERA LINEA

Farmaco Mecanismo de Accion

Rifampicina Inhibe a la RNA polimerasa dependiente de DNA de la micobacteria
para formar un complejo enzima-farmaco estable que suprime el
comienzo de la formacion en cadena en la sintesis de RNA. Accién
bactericida

Etambutol Su mecanismo de accion y resistencia se desconoce, pero se ha
demostrado que bloquea la incorporacion del acido micolico en la
pared de la micobacteria. Bacteriostatico

Estreptomicina | Inhibe la sintesis de proteinas, ya que altera la funcion de los
ribosomas. Accion bactericida

Isoniacida Inhibe la sintesis de acidos micélicos de la pared celular a través de
vias dependientes de oxigeno. Accion bactericida.

Pirazinamida El mecanismo de accion de este farmaco se desconoce. Accion
bactericida a pH acido




TABLA3
FARMACOS ANTITUBERCULOSOS DE SEGUNDA LINEA

Farmaco Mecanismo de accion

Etionamida No ha sido descrito con exactitud su mecanismo, pero se ha
comprobado que inhibe la sintesis de péptidos. Accion bactericida

Acido Su mecanismo es semejante al de las sulfonamidas. Accion

aminosalicilico | bacteriostatica

Cicloserina Inhibe la sintesis de pared celular en cepas de M. tuberculosis. Accion
bactericida

Kanamicina Interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la
subunidad 30S de los ribosomas. Accidn bactericida

Amikacina Interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la

subunidad 30S de los ribosomas. Accion bactericida

Capreomicina | Interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la
subunidad 30S de los ribosomas. Accion bactericida

Ciprofloxacina | Inhibe la topoisomerasa bacteriana 1V y la DNA girasa, enzimas que
son requeridas para la transcripcion, reparacién y recombinacion.
Accion bactericida

Ofloxacina Inhibe la topoisomerasa bacteriana IV y la DNA girasa, enzimas que
son requeridas para la transcripcion, reparacién y recombinacion.
Accion bactericida

Cabe mencionar que se ha reportado en la literatura que la mayoria de los
antibidticos causan hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y ototoxicidad (Brunton et al.,
2007). Por lo que también es importante en la blsqueda de nuevos agentes
antibacterianos hacer una evaluacion exhaustiva con respecto a la citotoxicidad en lineas

celulares variadas.

1.3 Citotoxicidad

La proliferacion celular es controlada por factores de crecimiento ubicados en la
membrana celular, los cuales mediante la activacion de cascadas enzimaticas realizan
diversas funciones como la produccion de proteinas, division celular, entre otras, todas
relacionadas en el desarrollo y viabilidad celular. La alteracion en alguno de los factores
de regulacion da lugar a una proliferacion celular anormal e incluso su muerte,
conllevando a un gran nimero de patologias humanas. (Cayman chemical company

2007). Los ensayos de proliferacion celular, conocidos también como ensayos de



citotoxicidad se utilizan ampliamente para evaluar algunos factores regulatorios que se

mencionaron anteriormente.

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
béasicas, lo que provoca finalmente un dafio que puede ser detectado a partir de diferentes
pruebas in vitro. Finalmente, cabe mencionar que para predecir efectos tdxicos de
diferentes tipos de compuestos quimicos: naturales o sintéticos se utilizan modelos

experimentales como lineas celulares, cultivos primarios y cultivo de 6rganos aislados.

Los ensayos para determinar la citotoxicidad son capaces de detectar mediante
diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos que interfieren con
estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o
funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad de la membrana y del cito-
esqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares o
productos, regulacién ionica y division celular (Arrebola et al., 2003). Entre los métodos
para cuantificar la citotoxicidad de un compuesto se ubican: los que miden actividad
metabdlica celular y los que se basan en el principio de exclusion celular. En estos Gltimos
se exponen las células a sustancias capaces de atravesar la membrana plasmaética y
tefiirlas, posteriormente en el conteo celular se distinguen las células vivas de aquellas que
no lo estan porque las primeras tienen la capacidad de excluir el colorante activamente de
sus citoplasmas. Dos de los reactivos mas utilizados son Violeta de Genciana y el Azul de
Tripano (Torres et al., 2003).

Para ejemplificar los métodos que miden actividad metabdlica celular se
encuentran ensayos conocidos ya validados como el ensayo de captacion de rojo neutro,
enlazamiento al azul de kenacid, el ensayo de reduccion de bromuro de 3-(4,5 dimetil-2-
tiazol)-difeniltetrazélico (MTT) y la prueba con la sal de tetrazolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-
(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) (WST-1); estos dos ultimas
pruebas tiene en comun la actividad mitocondrial como parte de su fundamento (Cayman
Chemical Company, 2007; Torres et al., 2003).



1.3.1 Ensayo con la sal de tetrazolio (WST-1)

El nombre del reactivo WST-1 es (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-

tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno, su estructura se muestra en la figura 1.

NO,
I
\©\+N\/ AN
N—/
SO3Na
SO;Na

Figura 1. Estructura quimica del WST-1

La prueba de WST-1 se fundamenta en la transformacion de WST en formazan
mediante un complejo sistema mitocondrial-succinato-tetrazolio-reductasa el cual solo
esta activo en células vivas, pues en las células muertas la mitocondria ya no realiza
funciones. Por lo tanto, la cantidad de formazéan producida durante el ensayo, se mide
mediante la lectura de absorbancia en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 450
nm y la cual esta directamente relacionada con el nimero de células viables (Cayman
Chemical Company 2007; Torres et al., 2003).

La investigacion in vitro de cualquier actividad biolégica de un compuesto
requiere antes conocer el nivel de toxicidad en células, de este modo conociendo la
maxima concentracion del compuesto que no altera factores que intervienen en la
proliferacion celular, es posible implementar cualquier otro ensayo que requiera el uso de
dicho compuesto, pues se sabrd que la citotoxicidad no intervendra en los resultados de
estudios posteriores. La mas alta concentracion que no altera la morfologia 0 metabolismo

celular es una medida de la actividad citotoxica y se le denomina maxima concentracion



no citotoxica; sin embargo, en la mayoria de los casos se utiliza la concentracion
inhibitoria citotoxica 50% (Clsoy) definida como la concentracion del compuesto que
mata la mitad de las células respecto a un control sin compuesto (Cayman Chemical
Company 2007; Torres et al., 2003).

Otro aspecto importante en la busqueda de nuevos agentes antibacterianos es
tratar de proponer nuevos mecanismos de accién o diferentes blancos celulares y

compararlos con los farmacos que son ineficaces ante las bacterias resistentes.

1.4 Microarreglos

Entender las funciones de los genes es un gran desafio. Estrategias como la
protedmica, transcriptdmica, y la metabolémica se aplican para asignar la funcién de los
genes en las redes moleculares. El perfil de expresion de genes de una célula determina
su fenotipo, funcion y respuesta al medio ambiente. EI complemento de los genes
expresados por una célula es muy dindmico y responde rapidamente a estimulos
externos. Por lo tanto, el analisis de la expresion génica es necesario para proporcionar
pistas sobre los mecanismos de regulacion, las vias bioquimicas y en su funcion celular.
Estrategias convencionales para la expresion de perfiles como northern blot, northern
blot reversa, RT-PCR, ELISA, western blot, hidridacion in situ e inmunohistoquimica
estan optimizadas para el andlisis de un solo gen (Chavan et al., 2006). La técnica de
Microarreglos de ADN se desarroll6 en respuesta a la necesidad de un alto rendimiento,
eficiencia y amplia estrategia para medir la expresion simultaneamente de todos los

genes del genoma de un organismo.

Un microarreglo de ADN es una superficie solida a la cual se unen una serie de
secuencias de ADN de genes conocidos. Esta tecnologia se basa en la hibridizacion de
las moléculas de ADN o ARN. Los componentes de microarreglos comprenden
oligonucledtidos, ADN copia (ADNc) o pequefios fragmentos de PCR, que
corresponden con ARN mensajero (ARNm) y que se hibrida al ADNc de dos
condiciones diferentes que son marcados con dos fluoroforos diferentes. Las condiciones

son mezcladas e hibridadas en el mismo microarreglo. Una vez realizado este primer
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paso se procede al escaneo del resultado y a la visualizacion del mismo. De esta forma
se pueden observar genes que se activan o se reprimen en distintas condiciones. Una vez
finalizado el analisis de microarreglo, se tiene una gran lista de genes de interés que
posteriormente deben ser analizados empleando la bioinformatica, para poder concluir
acerca del papel de estos con respecto al modelo de estudio para proponer un mecanismo
de accion. (Alan W.-C.Liew et al 2005).

1.5 Problemética actual

El uso excesivo e indebido de los antibidticos ha ocasionado que muchos
microorganismos hayan adquirido resistencia a los agentes antimicrobianos. Los factores
que han contribuido a ello son: uso inapropiado e incontrolado de los antibidticos, la
receta excesiva y empirica, la administracion de dosis subdptimas, la poca duracion del
tratamiento y el diagnostico equivocado que conduce a la seleccién inapropiada de
medicamentos (OMS 2003).

Las bacterias resistentes pueden causar mayor morbilidad y muerte,
particularmente de pacientes con enfermedades subyacentes graves 0 con
inmunodeficiencia (Murray et al., 2006). Esta situacion se presenta con gran incidencia
en los hospitales (Sostarich et al., 2008) porque la transmision de bacterias se intensifica

por causa de la alta vulnerabilidad de la poblacion (Garcia-Alvarado et al., 2002).

Ante la presente problemética, surge la necesidad de buscar alternativas para
obtener nuevos farmacos contra bacterias resistentes asi como también determinar el
mecanismo de accidn, con el fin de brindar un mejor tratamiento y terapia; por lo que
recurrimos a la medicina tradicional. En nuestro caso aislar y caracterizar moléculas de

plantas que sirvan de base para la sintesis de nuevos farmacos



1.6 La medicina tradicional.

Las plantas sintetizan compuestos que han sido y son una fuente invaluable de
nuevos farmacos. Aproximadamente el 80% de la poblacién mundial usa medicina
tradicional para el tratamiento de sus enfermedades, por consiguiente las plantas y sus
constituyentes deben ser estudiados para obtener nuevos farmacos para el tratamiento de
infecciones producidas por bacterias resistentes (Nascimiento —Gislene et al., 2000). En
Meéxico, algunas plantas son usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades de las vias respiratorias como la tos, bronquitis, tuberculosis y otras
infecciones (Argueta., et al 1994; Martinez., et al 1989; Gdnzales-Ferrara et al., 1989).
El conocimiento médico derivado de la medicina tradicional ha motivado a la
investigacién de nuevas moléculas bioactivas obtenidas de plantas que muestren una
actividad potente en contra de bacterias patdgenas y farmaco-resistentes (Giamerellow et
al., 2006). Sin embargo, muchos de estos estudios carecen de profundidad en términos
de su evaluacion biol6gica, y en la mayoria de los casos hay poca evaluacion de la
citotoxicidad en diferentes tipos de lineas celulares y determinacion del mecanismo de
accion (O’Donnell et al 2009).

1.6.1 Larrea tridentata

L. tridentata (Sesse and Moc. Ex DC) Coville es un miembro de la familia
Zygophyllaceae, es un arbusto ramificado que abunda en areas desérticas de México por
ejemplo en los estados de San Luis Potosi, Coahuila, Chihuahua, Durango, Sonora,
Zacatecas y Baja California. En el sureste de los Estados Unidos de América L.
tridentata se encuentra en Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo México (Ross.,
2005; Rzedowsky et al., 1994). En la medicina tradicional mexicana L. tridentata se
emplea como cicatrizante, antibidtico,  hipocolesterolémico,  antimalérico,
antiinflamatorio, contra calculos renales, y biliares, colicos, cancer del tracto digestivo,
Ulceras gastricas y abortivo (Ruiz-Martinez et al., 2011). En la medicina tradicional, en
los Estados Unidos, la planta se emplea para la varicela, llagas en la piel, diabetes, cancer,

enfermedades venéreas, tuberculosis, resfriado, reumatismo, célculos renales y biliares
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(Lu et al., 2010). Otros investigadores han encontrado que varios extractos preparados de
L. tridentata poseen actividad antihelmintica (Zamora et al., 1985), antiamibiana (Segura
et al., 1978), antitumoral (Abbott et al., 1966), antiviral (Gnabre et al 1995;1996),
citotoxica (Luo et al., 1988), hepatotdxica (Lambert et al., 2002; 2005), insecticida
(Jacobson et al., 1958), hipocolesterolémico (Arteaga et al., 2005), fitotoxica (Bennett et
al., 1953), antiseptica, desinfectante (Saldivar et al., 2007), tumoricida (Mazzio et al
2009), antifungica (Ruiz-Martinez et al., 2011), y también inhibe la replicacion y
transcripcion del virus de la inmunodeficiencia humana (Garcia et al., 2010). En la tabla 4

se muestran los estudios realizados a L. tridentata a nivel extracto.

De los extractos activos se ha logrado aislar como principal componente
bioactivo el lignano &cido nordihidroguaiarético como el responsable de la actividad
antitumoral, citotdxica, hipocolesterolémico, antioxidante, antidiabetico, antiviral, y
hepatotdxica atribuida a la planta. Sin embargo, de L. tridentata se han aislado y
caracterizado otros compuestos como lignanos, flavonoides, terpenos, una quinona y
compuestos volatiles. Adicionalmente, se han determinado la actividad bioldgica y

citotoxica de algunos de estos compuestos (tabla 5).
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ESTUDIOS FARMACOLOGICOS DE EXTRACTOS DE L. TRIDENTATA

TABLA 4

Extracto

Actividad biolégica

Referencia

Extracto etandlico de las hojas

Estimula la fosfato alcalina
y esto provoca dafio
hepético

Katz et al., 1990

Extractos acuosos y de éter de petroleo de
la oleoresina seca

Antihelmintica

Zamora et al., 1985

Resina y acido nordihidroguaiaretico

Antiamibiano

Segura et al., 1978

Extracto de cloruro de metileno
Extracto etanélico
Extracto metandlico

Antibacteriana
Antibacteriana
Antibacteriana

Navarro et al., 1996
Verastegui et al., 1996
Dentali et al., 1992

Extracto metandlico y etandlico Antifangico Tequida-Meneses et al.,
Extracto etandlico Antifangico 2002

Verastegui et al., 1996
Extracto acuoso de raices secas Antitumoral Abbott et al., 1966
Extracto cloroformo/metanol de las hojas | Antiviral Gnabre et al., 1995
secas
Extracto etandlico de las hojas Antiviral Gnabre et al., 1996
Extracto acuoso de la raiz seca Citotoxico Luo et al., 1988

Abbott et al., 1966

Resina

Detoxificante

Mangione et al., 2001

Extracto metanélico

Antilevadura

Navarro et al., 1996

Extracto cloroformo/metanol

Inhibicidn de expresion de
genes

Gnabre et al., 1996

Hojas

Hepatotdxica

Smith et al., 1993
Katz et al., 1990
Gordon et al., 1995
Anon 1993

Sheik et al., 1997
Koff, 1995

Clark et al., 1992
Heosn et al., 2001
Lambert et al., 2002

Extracto acuoso de las hojas secas

Insecticida

Jacobson, 1958

Extracto hidroalcoholico de las hojas

Anticolelitiasis

Granados et al., 1994

Extracto etan6lico y acuoso de las hojas y
ramas

Hipocolesterolémico

Arteaga et al., 2005

Extracto acuoso de las partes aéreas

Inhibe el crecimiento de
plantas

Bennett et al., 1953

Extracto cloroformico de las partes aéreas

Antimicobacteriana

Camacho-Corona et al.,
2008

Extracto cloroférmico y metandlico de las
hojas

Antibacteriana

Bocanegra-Garcia et al.,
20009.

Extracto etandlico de hojas

Anti VIH

Garcia et al., 2010

Extracto acuoso de hojas

Antiflngico

Ruiz-Martinez et al., 2011
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TABLAS

ESTUDIOS QUIMICOS Y FARMACOLOGICOS DE L. TRIDENTATA

Compuestos

Actividad bioldgica

Referencia

Naftoquinona:
Larreantina

Citotoxico: linea P-388
(leucemia murina)

Luo etal., 1988

Lignanos
Acido nordihidroguaiaretico

4-Epi-larreatricina
3’-Demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina
Lignanos glicosidados: Larrealignanos A,
larrealignanos B

Antihipertrigliceridémico;
Anticancerigeno;
Hipocolesterolémico

No determinada
Abortivo

No citotdxico a 20uM en
HL-60

Gonzalez et al., 2002
Arteaga et al., 2005
Abou-Gazar et al., 2004

Konno et al., 1989
Yokosuka et al., 2011

Flavonoides
Genkwanina
Ternatina
Rhamnocitrin

Antiinflamatorio
Antiinflamatorio
Antimicrobiano

Sakakibara et al., 1975
Sakakibara et al., 1977
Bernhard et al., 1981

Compuestos volatiles
1-Cloro-2-metoxi-benzeno
Isobutironitrilo
Benzaldehido

No determinada

Bohnstedt et al., 1979
Jardine et al., 2010

Terpenos
3B-(3,4-dihidroxicinamoil)-eritrodiol
3B-(4-hidroxicinamoil)-eritrodiol
Eritrodiol

Tritrerpenos glicosidados:

Guaiacin B, nudicaucin C.

Citotoxico

Citotoxicidad moderada
HL-60

Xue et al., 1988
Smati et al., 2004

Jitsuno etl al., 2010

En la literatura encontramos que Verastegui y colaboradores (Verastegui et al.,
1996) reportaron que el extracto etandlico de L. tridentata tenia actividad en contra de
Clostridium perfringes, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica, Proteus vulgaris,
Nocardia asteroides, y N. brasiliensis (Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) =10 a
19 pg/ml). Navarro y colaboradores (Navarro et al., 1996) encontraron que el extracto de
cloruro de metileno de las partes aéreas no tenia actividad sobre Escherichia coli y
Pseudomonas aureginosa, y que el mismo extracto era activo en contra de Bacillus
subtilis (Dentali et al., 1992). En otro estudio se encontrdé que el extracto cloroférmico de
L. tridentata fue activo (CMI = 100 a 200 pg/ml) en contra de M. tuberculosis (Camacho-
Corona et al 2008). También se encontré que los extractos etanolico y de diclorometano
de las hojas de L. tridentata fueron activos en contra de una serie de hongos (Vargas-
Arispuro et al., 2005; 2009).

13



Nuestro grupo de investigacion selecciono nueve plantas que se emplean en la
Republica Mexicana para el tratamiento de enfermedades respiratorias. Se preparéd el
extracto hexanico, cloroférmico, metandlico y acuoso de cada una de ellas dando un total
de 36 extractos, los cuales se evaluaron en contra de una serie de bacterias sensibles y
resistentes a antibioticos y que infectan el tracto respiratorio. De los 36 extractos
evaluados Unicamente los extractos cloroférmico y metandlico de L. tridentata mostraron
actividad en contra de Staphylococcus aureus RM (CMI = 250 pg/ml), B. subtitlis (CMI =
62.25 pg/ml y 125 pg/ml, respectivamente) y Listeria monocytogenes (CMI = 125
pg/ml). El extracto metandlico de L. tridentata también fue activo en contra de S. aureus,
Streptococcus pneumoniae y Stenotrophonas maltophilia (CMI = 250 pg/ml),
Enterococcus faecalis y Haemophilus influenzae (CMI = 125 pg/ml). El extracto
cloroférmico de L. tridentata fue activo en contra de Acinetobacter baumanii (CMI = 125
pg/ml). Los extractos cloroformico y metanolico de L. tridentata fueron activos en contra
de aislados clinicos de S. aureus (n=25, CMlgy = 31.25 y 62.5 pg/ml, respectivamente) y
E. faecalis (n=15, CMlsy = 250 pg/ml) (Bocanegra-Garcia et al., 2009). Por otro lado, el
extracto cloroférmico de L. tridentata fue activo en contra de una cepa sensible (CMI 200
pug/mL) y cuatro cepas monoresistentes de M. tuberculosis (CMI 100-200 pg/mL)
(Camacho-Corona et al., 2008). De acuerdo a todo lo mencionado anteriormente se

proponen las siguientes hipotesis y objetivos.
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CAPITULO 2
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

Los principios antibacterianos y antituberculosos obtenidos de L. tridentata
poseen actividad contra bacterias patdgenas del tracto respiratorio, baja toxicidad y un
mecanismo de accion diferente a los farmacos antibacterianos y antituberculosos

actuales.
2.2 Objetivo general

Aislar y caracterizar los compuestos responsables de la actividad antibacteriana
y antituberculosa de L. tridentata, determinar su toxicidad in vitro y el mecanismo de

accion del compuesto mas activo.

2.2.1 Objetivos particulares

e Fraccionar los extractos cloroférmico y metanolico de L. tridentata.

e Separar y purificar los compuestos de los extractos activos.

e Caracterizar los compuestos obtenidos.

e Determinar la actividad antibacteriana y antituberculosa de los compuestos obtenidos.
e Determinar la citoxicidad in vitro de los compuestos obtenidos.

e Determinar el mecanismo de accién del compuesto mas activo.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y Equipos

3.1.1 Fitoquimica

Para la cromatografia en columna (CC) se empled Gel de silice (0.040-0.063
mm; (EMD chemical inc). Para la cromatografia en placa fina se emplearon:
cromatofolios de gel de silice 60 F-254 (Fluka analytical). La cromatografia preparativa
plana se realiz6 en cromatoplacas preparativas gel de silice 60 F-254 20 x 20 cm
(Merck). Los eluentes empleados en las cromatografias fueron: cloroformo pureza
98.8% (CHCI3), metanol pureza 99.999 (MeOH), acetato de etilo pureza 99.99%
(AcOEt), hexano pureza 98.999% (CTR Nuevo Ledn, México). Los puntos de fusién
fueron determinados en Mel-Temp electrothermal (Barnstead international model
1001D). Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de una dimension (*H, **C,
DEPT 90, DEPT 135) y dos dimensiones (COSY, NOESY, HMQC, HMBC) se
realizaron en los siguientes equipos: Bruker NMR400, Varian NMR-700, Mercury 200,
Mercury-200BB; se empled tetrametilsilano (TMS) como estandar interno; los

desplazamientos quimicos se reportan en ppm (3).

3.1.2 Ensayos biologicos

Para todos los ensayos bioldgicos se emplearon microplacas estériles de 96
pocillos con tapa (Corning Costar, New York). Los ensayos para determinar actividad
antibacteriana se emple6: Medio Mueller Hinton (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ) medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), rezasurina
(Biotum, Hayward, CA), &cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC; Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), tween 80 (Sigma-aldrish, St Louis, MO), y glicerina
(Sigma-aldrish, St Louis, MO). Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon cajas
petri desechables, frascos de cultivo, membranas de filtracion de 0.22 um de didmetro de
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poro (NALGENE, New York), camara Neubauer (Sigma-aldrish, St Louis, MO.), tubos
conicos de 50 y 100 mL (Falcon, USA), acido clorhidrico, agua bidestilada, antibiotico
de 10,000 unidades de penicilina-10 mg de estreptomicina, azul de tripano (Sigma-
aldrish, St Louis, MO), dimetilsulfoéxido (J.T.Baker, USA), hidroxido de sodio (Sigma-
aldrish, St Louis, MO), medio esencial minimo (GIBCO, Grand Island, N.Y), solucion
buffer de fosfatos (PBS), podofilotoxina (Sigma-aldrish, St Louis, MO), suero fetal
bovino (GIBCO, Grand Island, N.Y), tripsina-EDTA 1X (Sigma-aldrish, St Louis, MO),
WST-1 (Cayman chemical company, Ann Arbor, MI). Espectrofotometro Bio Assay
Reader (BIO-RAD-Benchmark), Incubadora (SANYO, Miami), Invertoscopio (Zeiss,

Germany).

3.1.3 Mecanismo de Accion

Cémara de hibridacién (Agilent Technologies G2534A), laminilla de empaque
(Agilent Technologies G2534 - 60002), microarreglo de S. aureus MRSA252
(Mycroarray).  kits comerciales de AMBION: RiboPure-Bacteria AM1925
MICROBExpress AM1905, Amino Allyl cADN Labeling AM1705, Amersham CyDye
Post-labelling Reactive Dye Pack RPN5661 de GE Helthcare.

3.2 Estudios de Fitoquimica

La parte fitoquimica se realizd en el Laboratorio de Quimica de Productos
Naturales de la Division de Estudios Superiores de la Facultad de Ciencias Quimicas,
UANL.

3.2.1 Material vegetal
Las hojas de L. tridentata se recolectaron en el Municipio de Galeana en el

estado de Nuevo Ledn en Abril de 2006. La planta fue identificada por el Bidlogo

Mauricio Gonzélez. Una muestra de referencia (Voucher 024772) se depositd en el
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Departamento de Boténica de la Facultad de Biologia de la Universidad Autonoma de

Nuevo Leon.

3.2.2 Obtencién del extracto cloroférmico

Las hojas secas y molidas (5009) se extrajeron primero con hexano (2 x5L)y
luego con cloroformo (3 x 6 L) por maceracion. Los extractos se destilaron por separado
en un rota-evaporador se obtuvo un total de 89 g de extracto cloroférmico seco.

3.2.3 Fraccionamiento del extracto cloroformico

El extracto cloroférmico se someti6 a una cromatografia en columna (CC)
usando como fase estacionaria (FE) gel de silice (340 gr) y Fase movil (FM) un
gradiente de CHCI3/MeOH. Del fraccionamiento del extracto cloroférmico se
obtuvieron un total de 13 fracciones de diferentes polaridades (F3-4 100:0; F-5 98:2;
F6-7 98:2; F8 95:5; F9 95:5; F10 95:5; F11-13 90:10; 85:15; - 80:20).

3.2.4 Aislamiento y purificacion de los compuestos del extracto cloroférmico.

Aislamiento y purificacion de Lt4. Las fracciones F3-4 (10 g) fueron sometidas
a una CC sobre gel de silice (300 g) eluida con CHCIs3, se obtuvieron 10 subfracciones
(sf). De la sf 6-7 (CHCI3; 100%) precipitaron unos cristales transparentes, Lt4 (730 mg),

los cuales fueron purificados por recristalizacion en Hexano/AcOEt 80:20.

Aislamiento y purificacion de Lt6. La fraccion 5 (7g) se sometié a una CC en
gel de silice (90 g) eluida con gradiente CHCI3/MeOH, se obtuvieron un total de 30 sf de
diferentes polaridades (sf1-10 100:0; sf11-24 99:1; sf25-30 95:5, 30ml c/u). De la sf 11-

24 precipitd un sélido amarillo, Lt6 (5 mg) soluble en metanol.

18



Aislamiento y purificacion de Ltéa. De la subfraccion 25-30 (95:5
(CHCI3/MeOH) de la fraccion F5 (columna original) precipitoé un sélido amarillo, Lt6a

(4 mg) soluble en metanol.

Aislamiento y purificacion de Lt2. Las fracciones F6-7 (17g) fueron sometidas
a una CC sobre gel de silice (170 g), eluida con gradiente CHCI3/MeOH, se obtuvieron
un total de 29 sf (sf1-6 100:0; sf7-20 95:5; sf21-28 90:10, 85:15, 80:20; sf29 70:30,
50:50, 0:100, 50 ml c/u). De la sf7-20 precipit6 un sélido amarillo, Lt2 (32 mg) soluble
en CHCl;,

Aislamiento y purificacién de Lt5. De la Fraccion 8 (15 g) precipitd en forma
espontanea un soélido amarillo soluble en metanol, Lt5 (678 mg), el cual se purifico por
recristalizacion con 98:2 CHCl3/MeOH.

Aislamiento y purificacién de Lt3. La Fraccion 9 (99) se sometié a una CC en
gel de silice (70 g) eluida con un gradiente CHCI3/MeOH obteniendo un total de 150
fracciones de diferentes polaridades (sf1-10 100:0; sf11-25 98:2; sf26-70 95:5; sf71-85
90:10; sf86-99 85:15; sf100-125 80:20; sf126-140 70:30; sf141-150 50:50). La sf 26-70
se sometié a una cromatografia en placa preparativa en gel de silice eluida con
CHCI3/MeOH 90:10, se obtuvo un sélido amarillo, Lt3 (86.7 mg) soluble en metanol.

Aislamiento y purificacion de Lt8. La fraccion 10 (18g), se sometid a una CC
en gel de silice (200g) eluida con gradiente CHCI3/MeOH, se obtuvieron un total de 100
sf de diferente polaridad (sf1-18, 100:0; sf19-36 99:1; sf37-57 98:2; sf58-68 95:5, sf69-
78 93:7; sf79-83 90:10; sf84-90 95:15; sf91-100 80:20, 50 ml c/u). La sf 37-57
(0.34418 g) se sometié a una segunda CC sobre gel de silice (7g) eluida con gradiente
CHCI3/MeOH, se obtuvieron un total de 64 sf de diferente polaridad (sf1-18 100:0;
sf19-26 98:2; sf27-48 95:5; sf49-64 90:10, 5 ml c/u). De esta Gltima columna la sf27-48
(0.198 g) se sometié a una tercera CC sobre gel de silice (3g) usando un gradiente de
CHCI3/MeOH se obtuvieron un total de 105 sf (sfl-41 100:0; sf42-65 98:2; sf66-73
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97:3; sf74-97 95:5; sf98-105 95:5). De esta ultima columna de la sf 42-73 se obtuvo un
solido color beige Lt8 (142.4 mg) soluble en CHCls.

Aislamiento y purificacion de Lt7. Las fracciones F11-13 (13 g) se sometieron a
una CC sobre gel de silice (130 g) eluida con gradiente CHCI3/MeOH, se obtuvieron un
total de 236 sf de diferente polaridad (sf1-3 100:0; sf4-115 98:2; sf116-133 95:5; sf134-
186 90:10; sf187-201 85:15; sf202-224 80:20; sf225-234 70:30; sf235-236 60:40). La sf
225-234 (49g) se sometid a una segunda CC en gel de silice (80g), se obtuvieron un total
de 134 sf de diferentes polaridades (sf1-5 100:0; sf6-19 98:2; sf20-60 95:5; sf61-80
90:10; sf81-106 80:20; sf107-134 70:30). De la ultima columna la sf 6-19 se sometié a
una tercera CC sobre gel de silice (5g) eluida con un gradiente de CHCIl3/MeOH, se
obtuvieron un total de 15 sf de diferentes polaridades (sf1-3 100:0; sf4-7 98:2; sf8-9
95:5; sf10-15 90:10). De la sf 8-9 se obtuvo un sélido color pardo Lt7 (11 mg) soluble
en mezcla CHCl3/MeOH.

3.2.5 Obtencién del extracto metandélico

El material vegetal utilizado para la preparacion del extracto cloroférmico se
recupero (450 g) y este material se maceré con metanol por 72 h, después se concentrd

en rotoevaporador se obtuvo un total de 70 gr de extracto seco.

3.2.6 Fraccionamiento del extracto metandlico

El extracto metandlico se sometié a una CC usando como FE gel de silice (600
gr) y FM un gradiente CHCI3/MeOH. Del fraccionamiento del extracto metandlico se
obtuvieron un total de 15 fracciones de diferentes polaridades (F1-2 100:0; F3-4 99:1;
F5-8 98:2; F9-10 95:5; F11 90:10; F12-13 85:15; F14 80:20; F15 70:30; 60:40; 50:50).

3.2.7 Aislamiento y purificacion de los compuestos del extracto metanolico.

Aislamiento y purificacién de Lt8. La fraccién 10 (9.39 g) se sometié a una

columna cromatogréfica gel de silice (190 g) eluida con gradiente CHCIls/MeOH
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obteniendo 5 sf (sf1 100:0/99:1/98:2; sf2 93:7; sf3 90:10; sf4 90:10; sf5 90:10). Las sf2
(0.6979 g) se sometid a cromatografia en columna montada con silica gel (15 g) eluida
con gradiente CHCI3/MeOH se obtuvieron 3 sf (sfl 100:0/99:1/99:1; sf2 99:1; sf3
98:2/95:5). Las sf2 y sf3 (0.48732 g) se sometieron a cromatografia en columna gel de
silice (10 g) eluida con gradiente CHCI3/MeOH obteniendo 3 sf (sfl 100:0/99:1; sf2
99:1; sf3 95:5). La sf2 (40 mg) se purifico por cromatografia preparativa eluida con
CHCI3/MeOH 95:5 obteniendo Lt8 (23 mg) sélido beige.

Aislamiento y purificacion de Lt10. La fraccion 5 (0.9697 g) se sometid a una
CC sobre gel de silice (25 g) la cual fue eluida con gradiente CHCIl3/MeOH se
obtuvieron un total de 10 sf de diferente polaridad (sf1-3 100:0; sf4-5 99:1; sf6-7 98:2;
sf8 95:5; sf9 90:10; sf10 85:15; 80:20). La sf5 (0.3183 g) se sometio a una CC sobre gel
de silice (7 g) se obtuvieron un total de 15 sf (sf1-10 100:0; sf11-12 99:1; sf13-14 98:2;
sf15 95:5). De la sf9 (0.0531 g) se someti6 a dos micro CC usando como fase
estacionaria gel de silice (1 g) y fase movil gradiente CHCI3/MeOH obteniendo 5 sf
(sf1-2 100:0; sf3-5 90:10). De la sf2 se obtuvo un compuesto amarillo oscuro, Lt10
(41.7 mg).

Aislamiento y purificacion de Lt 15. La fraccion 9 (9.8 g) se sometié a una CC
sobre gel de silice (294 g) eluida con gradientes CHCl3/MeOH obteniendo 11 sf (sfl
100:0; sf2-5 99:1; sf6-7 97:3; sf8-10 95:5; sf11 90:10;80:20). La sf6-7 97:3 (3.6 g) se
someti6 a CC sobre gel de silice (72 g) eluida primero con un gradiente de
CHCls/Hexano y luego con un gradiente de CHCI3/MeOH obteniendo 6 sf. De la sf4

precipito un solido amarillo oscuro, Lt15 (36.75) mg.

3.2.8 Caracterizacion estructural de los compuestos del extracto cloroférmico y

metandlico.

La caracterizacion estructural de los compuestos aislados y purificados se realizé
por Resonancia Magnética Nuclear de una dimensiéon (RMN'H, RMN*C, DEPT 90,
DEPT 135) y dos dimensiones (COSY, HMQC, HMBC y NOESY).
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3.3 Ensayos biologicos.

Los ensayos para determinar la actividad antibacteriana, antituberculosa y la
citotoxicidad de los compuestos obtenidos de los extractos se realizaron en el

Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina, UANL.

3.3.1 Preparacion de las muestras para actividad antibacteriana, antituberculosa y

citotoxicidad

Las soluciones stock para la actividad antibacteriana, antituberculosa y
citotoxicidad se prepararon disolviendo aproximadamente 1 mg de las muestras a
evaluar con dimetilsulféxido (DMSO) hasta alcanzar una concentracion de 20 mg/ml.
Las soluciones stock se mantuvieron a -20°C hasta antes de su uso. Las soluciones de
trabajo para la actividad antibacteriana, antituberculosa y citotoxicidad se prepararon
tomando una alicuota de las soluciones stock y diluyéndolas con medio Mueller Hinton,

medio Middlebrook 7H9 enriquecido y medio MEM suplementado, respectivamente.

3.3.2 Actividad antibacteriana

3.3.2.1 Cepas bacterianas y preparacion del indculo.

Para la actividad antibacteriana se utilizaron: Bacterias Gram-negativas:
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 12714, Escherichia coli ATCC 25922,
Acinetobacter baumannii ATCC 15308, Haemophilus influenzae ATCC 49766,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y
Enterobacter cloacae ATCC 35030. Bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus
ATCC29213, Staphylococcus aureus RM ATCC BAA-44, Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619, Liystera monocytogenes ATCC 19111 y Enterococcus faecalis ATCC
29212. Las cepas fueron inoculadas en placas preparadas con agar-sangre 5%,
cultivadas por 24 horas a 37 °C. Para H. influenzae, las cepas fueron inoculadas en 5%
agar-chocolate e incubadas en una atmdsfera al 5% de CO; por 48 horas. Para preparar
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el inoculo para el ensayo, fueron transferidas de tres a cinco colonias de cada cultivo a
tubos con solucidn salina estéril, y la turbidez se ajusté a 0.5 del estandar de McFarland
(1.5 X10® UFC/mL). Posteriormente, se transfirieron 10 pL en 11 mL de caldo Mueller
Hinton, para alcanzar 5 x 10° CFU/mL. Se seleccion6 el medio HTM para H.
influenzae y Mueller Hinton con TES/sangre lisada de caballo para S. pneumoniae. Los
aislados clinicos incluidos fueron: E. faecalis (8736, 8561, 8345, 8562, 8568); E. coli
(8877, 8992, 9122, 8829, 8827); E. cloacae (9299, 9220, 9181, 8960, 9234), S aureus
(9201, 8981, 8857) y S. aureus RM (9196, 8927, 9199, 8997, 9200, 8859, 9105).

3.3.2.2 Ensayo bioldgico

La actividad antibacteriana de los compuestos fue determinada por el método de
microdilucién (Zgoda et al., 2001). El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pocillos
estériles con tapa. Se adicionaron 100 ul de medio de cultivo a cada pocillo de toda la
placa. Posteriormente, en la fila A se afiadieron 100 uL de la solucién de trabajo con una
concentracion 4X, se mezclaron utilizando una pipeta multicanal, de la mezcla anterior
se transfirieron 100 pL a la fila B para realizar una dilucion 1:2, se siguié haciendo
diluciones 1:2 hasta la fila D y se desecharon los ultimos 100 uL. Posteriormente, 100
uL de la suspension bacteriana (10°) se adicionaron a los pozos con y sin muestra asf
como a los controles negativos y positivos. Las concentraciones se evaluaron en el rango
de 50 a 0.078 ug/mL. Cada concentracion se evalué por duplicado. Posteriormente, las
microplacas se taparon, se desinfectaron por su parte externa y se incubaron a 37 °C por
16-20 h. Al término de la incubacion, el crecimiento bacteriano se evalud visualmente
para determinar el crecimiento de la bacteria. Todos los ensayos se realizaron por
duplicado. Se utiliz6 levofloxacina como estandar de referencia. Se determind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) como la minima concentracién del compuesto

que inhibe el crecimiento de la bacteria.
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3.3.3 Actividad antituberculosa

3.3.3.1 Preparacién del medio Middlebrook 7H9

El medio Middlebrook 7H9 se preparé pesando 4.7g de base caldo Middlebrook
7H9 y afiadiendo 20 mL de glicerol al 10% vol/vol, 880 ml de agua. El medio se
esterilizé en autoclave por 15 min a 121°C / 15 psi y posteriormente a temperatura
ambiente, se le agregé 100 ml de &cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC).

Una vez preparado el medio se guardo en refrigeracion hasta su uso.

3.3.3.2 Cepas bacterianas y preparacion del inoculo para el ensayo

Para los ensayos bioldgicos se empled M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 la
cual es sensible a isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida; tres aislados
clinicos de cepas multifarmaco resistentes (MFR) de M. tuberculosis las cuales son
resistentes a isoniacida y rifampicina. Las cepas se cultivaron en medio Middlebrook
7H9 a 37 °C durante 2 semanas, con el propdsito de que alcanzaran la fase logaritmica
de crecimiento. El indculo para el ensayo biolégico se prepar6 diluyendo el cultivo en
fase logaritmica hasta ajustar la turbidez al estdndar No. 1 de McFarland, luego se diluyd
a 1:20 con medio Middlebrook 7H9.

3.3.3.3 Ensayo bioldgico

La actividad antituberculosa se realizé de acuerdo a lo descrito por Camacho-
Corona et al., 2008. El método se basa en que los microorganismos en crecimiento
liberan deshidrogenasas (DH) al medio que reducen la resazurina que es de color azul y
sin fluorescencia en su forma oxidada a resorufina que es de color rosa y fluorescente en

su forma reducida (Figura 2).
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Figura 2. Reduccion de Resazurina a Resorufina

El ensayo se llevé a cabo en micro placas de 96 pocillos en los cuales se
ensayaron seis muestras. Cada concentracion se realiz6 por duplicado. Se colocaron 200
pL de agua estéril en los pozos de la periferia, en los demas se afiadieron 100 pL de
caldo 7H9. Después se afiadieron 100 pL de la solucion de extracto 4X en los pozos de
concentracion mas alta (200 pg/mL), con lo que se obtuvo una concentracion de DMSO
< 1% v/v en los pozos. Enseguida se realiz6 una serie de diluciones 1:2 a lo ancho de la
placa y posteriormente se afiadieron 100 pl del in6culo bacteriano previamente
preparado. Simultaneamente se prepararon tres controles a) 100:100, b) 100:10 y c)
1:100. Los cuales representan el 100%, 10% y 1% de la poblacién bacteriana a ensayar.
Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias, después, se le adicionaron 20 pl del reactivo
Alamar azul y 12 pL de Tween 80 al 10% a todos los pocillos, se re-incubaron a 37 °C
por 24 horas. Si después de esta incubacion se observd cambio de color del reactivo de
azul a rosa, se interpretd como crecimiento, si no se observd cambio de color se
interpretd como ausencia de crecimiento. Se determind la CMI de cada uno de los

compuestos.
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3.3.4 Actividad citotoxica

El ensayo de citotoxicidad se realizé de acuerdo con el método de WST-1 4-[3-
(4-oidofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-bencen disulfonato, sal de tetrazolio,
(C19H12IN50gS;Na) descrito por Francoeur et al., 1996.

3.3.4.1 Cultivo de células Chang

Para la evaluacion de citotoxicidad se utilizaron células Chang las cuales se
sembraron en frascos de cultivo usando como nutriente medio esencial minimo (MEM)
preparado a una concentracion de 5 mg/mL en agua bidestilada, suplementado al 10%
con suero fetal bovino y 1% de antibidtico. EI medio suplementado se filtr6 en una
membrana de filtracion para esterilizarlo. Los frascos con las células se incubaron a 37
°C en un ambiente de 5% CO, y 95% aire, hasta la formacion de la monocapa celular, lo

cual tomo aproximadamente 2-3 dias.

3.3.4.2 Cosecha de células Chang

La monocapa celular se lavo 2 veces con 1 mL de PBS para eliminar restos de
MEM, posteriormente se expuso a 1 mL de tripsina al 0.50% durante 5-10 minutos para
desprender las células del frasco de cultivo y separarlas entre si. Al término de este
tiempo se adicionaron 2 mL de medio para bloquear la accién de la tripsina. De esta
suspension celular se tomaron 0.1 mL y se mezclaron con 0.1 mL del reactivo Trypan
blue en un tubo appendorf, luego se depositaron 0.1 mL de la mezcla en un
hemocitdmetro (caAmara de Neubauer), se cuenta el numero de células no tefiidas para
determinar la concentracion de células viables. Se prepara la suspension bacteriana de
trabajo. La densidad celular se ajustd a 50,000 células/mL con el MEM (con suero y

antibidtico correspondientes), esta suspension es utilizada para el ensayo.

26



3.3.4.3 Ensayo Biologico

A cada pozo de una placa de 96 pocillos se le adiciond 0.1 mL de la suspension
bacteriana con 5 x 10 células/mL. La placa se sell6 e incubd a 37 °C en una atmoésfera
de 5% de CO, y 95% de aire por 24 h. Pasado el tiempo de incubacién se le adiciono a
cada pozo 100 pL de una solucion 2X para obtener la concentracion deseada. Las placas
se incubaron a 37° C, en un ambiente de CO; al 5% y 95% de aire durante 48 h. Se usé
como control positivo podofilotoxina y el control negativo solo medio con células. Una
vez terminado el tiempo de incubacion las células de cada pozo se revisaron
microscopicamente con diferentes factores de amplificacion (100X, 40X y 20X), con el
fin de observar la adhesion celular. Posteriormente, se remplazo el medio que contiene la
muestra con 100 uL de MEM fresco y después se le afiadieron 10 pL de reactivo WST-1
y se incubd por 2 h a 37 °C, en un ambiente de 5% de CO, y 95%. Finalmente se midio
la densidad optica a 450 nm con un lector de ELISA. Se evaluaron seis concentraciones
por triplicado y cada experimento se realiz6 dos veces. Para cada concentracion se
calculd el porcentaje de viabilidad celular respecto al control de células (celdillas que
solo contenian células fueron consideradas como 100%) y se graficaron los resultados.
Cabe mencionar que las graficas se expresaron como % de viabilidad celular con
respecto a la concentracion y también como % de viabilidad celular con respecto al
logaritmo de las concentraciones evaluadas. El valor de la concentracion inhibitoria 50
(Clso0) que es la concentracion del compuesto que inhibe el crecimiento del 50% de las

células ensayadas se obtuvo de la segunda gréafica.

3.4 Determinacion del mecanismo de accion del principio antibacteriano mas

activo.
La determinacién del mecanismo de accion del compuesto méas activo se

realizé en el Laboratorio de Ingenieria Genética y Gendmica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UANL y Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina, UANL.
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3.4.1 Compuesto seleccionado

El compuesto que se selecciond para determinar el mecanismo de accion fue el
lignano 3-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina porque fue el compuesto mas activo y con un

amplio espectro antibacteriano.

3.4.2 Cepa seleccionada.

La cepa que se selecciono fue S. aureus RM, ya que fue la bacteria mas

sensible al fitocompuesto.

3.4.3 Curva de crecimiento de S. aureus RM a concentraciones variables del

fitocompuesto.

Para determinar el tiempo de exposicion y la concentracion del lignano 3-
demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina a la bacteria S. aureus RM se realiz6 una curva de
crecimiento. El experimento se llevé a cabo con la técnica de microdilucion en placa de
96 pocillos como se describid en el punto 3.3.2.2. Las concentraciones que se probaron
del lignano fueron 50, 25, 12,5 y 6.25 pg/mL. Cada concentracion se realizO por
duplicado. La densidad Optica de la placa de 96 pocillos se determiné cada hora a 620

nm hasta completar 12 h.

3.4.4 Obtencién de concentrados bacterianos

Para la obtencion de los concentrados bacterianos, de la condicion normal y la
condicion tratada de S. aureus RM, se prepararon dos matraces con 100 mL cada uno de
medio Mueller Hinton, ambos matraces se ajustaron a la turbidez de 0.5 del estandar de
McFarland (1.5 X10® UFC/mL). Posteriormente, los dos matraces se incubaron por
cuatro horas, después al matraz control no se adicioné nada, mientras que al otro se le
agregaron de una solucion stock de 20000 pg/mL una cantidad de 0.0625 mL del

lignano dando una concentracién final en el matraz de 12.5 pg/mL. Ambos matraces se
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incubaron por una hora. Al término del tiempo, los medios de cultivo se colocaron en
tubos falcon de 50 mL y se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min. Los concentrados
bacterianos obtenidos fueron colocados por separado en tubos eppendorf y congelados a

-70°C por un tiempo no mayor de 24 h.

3.4.5 Extraccion de ARN total

La extraccion del ARN total se realizé utilizando el kit comercial RiboPure-
Bacteria AM1925 de Ambion. A continuacion se describe la metodologia que se utilizo,
la cual incluye la extraccion de ARN total, purificacion del ARN total, y remocién de
ADN genomico del ARN total.

1. En dos tubos especiales con tapa de rosca se dispensaron 250 pL de perlas de
zirconia.

2. Los concentrados bacterianos previamente obtenidos se descongelaron para ser
utiizados para el siguiente paso.

3. Cada concentrado bacteriano se resuspendio en 350 pL de reactivo ARNwiz y fueron
agitados en vortex por 10-15 seg.

4. Los concentrados bacterianos en el reactivo ARNwiz fueron adicionados a los tubos
con las perlas de zirconia.

5. Ambos tubos se agitaron por 10 min en vortex con adaptador.

6. Los tubos se centrifugaron por 5 minutos, cada lisado bacteriano se transfirié a un
tubo nuevo de 1.5 mL y las perlas se descartaron. Se recuperaron de 200-250 pL de cada
lisado.

7. A cada lisado se le agregaron 500 uL de cloroformo, posteriormente se mezclaron e
incubaron a temperatura ambiente por 10 min (para separar fase acuosa y organica).

8. Los tubos se centrifugaron por 5 minutos. Las fases acuosas (arriba) contienen el
ARN total parcialmente purificado, estas fases se transfirieron a tubos limpios de 1.5

ml, obteniéndose 200-250 uL de fase acuosa recuperada.
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3.4.5.1 Purificacion de cada ARN total.

1. A cada fase acuosa (ARN parcialmente purificado) recuperada del paso 8 se le
agregd 500 pL de etanol al 100% Yy se mezcld vigorosamente.

2. Un cartucho con filtro se coloco en un tubo de coleccion de 2 mL, uno para cada
muestra. Posteriormente, cada solucion se transfirio a su respectivo filtro y se
centrifugdé hasta que las soluciones pasaron por el cartucho. Los sobrenadantes se
descartaron y los cartuchos se colocaron en el mismo tubo de coleccion.

3. Los filtros en los cartuchos se lavaron una vez mas adicionando 500 uL de solucion
de lavado 2/3, posteriormente se centrifugaron por 1 minuto hasta que el liquido pasé
por el filtro. EI sobrenadante se descart0 y los cartuchos se colocaron en sus tubos de
coleccidn. Este lavado se repitio una vez mas.

4. Los cartuchos con los filtros se centrifugaron por 1 minuto para remover el exceso de
agua. Los cartuchos con filtro se transfirieron a un tubo nuevo de coleccion de 2 mL.

5. El ARN total contenido en cada filtro se eluy6 aplicando 25-50 uL de solucion de
elucion precalentada de 95-100°C al centro de los filtros. Los filtros se centrifugaron.
El paso se repiti6 una vez mas para maximizar el rendimiento del ARN. Los

cartuchos se descartaron.

3.4.5.2 Remocién del ADN genémico del ARN total con DNasa .

1. A las muestras se le agregaron 10 ul de buffer DNasa 10X y 4 uL de DNasa I.

2. Las muestras fueron incubadas 30 min a 37°C para que la DNasa digiera al ADN
gendémico.

3. Después de la incubacidn se agregaron 20 ul de reactivo inactivador de DNasa a cada
muestra y se agitaron en vortex.

4. Las muestras se guardaron a temperatura ambiente y se agitaron eventualmente una
0 dos veces para resuspender el reactivo que inactiva la DNasa I.

5. Las muestras se centrifugaron por 1 min a velocidad méxima para precipitar el
reactivo inactivador de DNasa I, después las soluciones de RNA se transfirieron a un
tubo libre de RNasas.
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3.4.5.2.1 Andlisis de ARN total por electroforesis en el gel de agarosa.

Se corrieron las muestras del ARN en un gel de agarosa al 1%, con buffer tris-
acetato de sodio-EDTA (TAE, en agua DEPC) 1X en una camara de electroforesis. Se
prepararon 5 pl de muestra con 2ul de buffer de carga (jugo azul), se desnaturalizd a
65°C por 5 minutos, y se corrid el gel durante 5 minutos a 70 Volts, una vez que las
muestras atravesaron el gel se corrié por 30 minutos a 120 Volts, posteriomente se
adquirio la imagen con un fotodocumentador con el programa Gel Doc XR (BioRad,
USA).

3.4.5.2.2 Anélisis de ARN por espectrofotometria

El analisis de densidad optica (DO) ?*°%g se realizé6 en un biofotémetro
(Eppendorf, Alemania) para cada muestra, se coloco 1 pl de ARN con 99 pl de Agua-
DEPC. Se consideré ARN de calidad si mantenia una DO 2*%/,g, entre 1.8-2.0

3.4.6 Obtencién del ARNmM

Para la obtencién del ARNm se utiliz6 un kit MICROBExpress AM1905 de
Ambion. Este kit utiliza reactivos optimizados y condiciones para capturar y remover

esencialmente ARNr (16S y 23S) para mas de 10 pug de ARN total purificado.

A continuacién se describe la metodologia que se utiliz6 para la obtencién del
ARNmM, la cual consta de templado de ARN y mezcla de oligonucledtidos de captura;
preparacion de perlas magnéticas; captura de ARNr y recuperacion de ARNmM

enriquecido y precipitacion y resuspension del ARNm enriquecido.

3.4.6.1 Templado de ARN y mezcla de oligonucle6tidos de captura.

1. Enun tubo de 1.5 mL se colocaron 5 ug de ARN total de la condicién normal y
en otro tubo se colocaron 5 ug de ARN total pero de la condicion tratada,

después se agregaron 200 ul de “Buffer de union” y se mezclaron vigorosamente.
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2. A los ARN mezclados con “ Buffer de union” se les agregaron 4 uL de “Mezcla de
captura de oligos”

3. Las mezclas se incubaron a 70°C por 10 minutos para desnaturalizar las estructuras
secundarias en ARN, incluyendo los ARN ribosomales 16S y 23S. Este calor
desnaturalizante facilita la maxima hibridacion de los ARNrs a los Oligonucle6tidos
de Captura.

4. Se realizo una segunda incubacion a 37°C por 15 minutos. Esta incubacion permite a
los oligonucledtidos de captura hibridarse a las regiones homélogas de los rARNSs
16S y 23S. El buffer de unién es optimizado para funciones especificas y

eficientemente a esta temperatura.

3.4.6.2 Preparacion de las perlas metélicas

1. Para cada muestra de ARN se prepararon dos tubos de 1.5 mL con 50 uL de perlas
metalicas.

2. Los tubos preparados se colocaron en el soporte magnético hasta que las perlas fueron
acarreadas hasta la parte magnetica. El sobrenadante de cada tubo fue descartado
cuidadosamente para cuidar las perlas.

3. Se agregaron a las perlas metélicas de cada tubo 50 pL de agua libre de nucleasas
para resuspenderlas y lavarlas. Las perlas se recapturaron con el soporte magnético,
se descarto el sobrenadante.

4. Se agregaron a las perlas metalicas 50 ul de “Buffer de union” para el equilibrio de
cada tubo, se suspendieron y posteriormente las perlas fueron recapturadas con el
soporte magnético. El sobrenadante se descarto.

5. Nuevamente a cada tubo con las perlas metalicas se le agregaron 50 uL de buffer de

union y se incubaron a 37°C.

3.4.6.3 Captura de ARNr y recuperacion de ARNm enriquecido.

1. EI ARN de la condicion tratada y de la condicion normal en solucion de mezcla de
captura de oligos se agregaron respectivamente a los 50 ul de las perlas metalicas

previamente preparadas. Las condiciones se incubaron a 37°C por 15 minutos.
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2. Los tubos con las perlas magnéticas se colocaron en el soporte magnético hasta su
completa adhesion. El sobrenadante el cual contiene el ARNm se tom6 cuidadosamente
y se colocd en un tubo colector.

3. Las perlas metélicas se suspendieron en 100 pL de solucion de lavado a 37°C para
recobrar cualquier remanente de mMARN. El procedimiento que se realizé fue como en el

paso 2.

3.4.6.4 Precipitacion y resuspension de los ARNms enriquecidos

1. A cada muestra de ARN se agregaron 35 uL de acetato de sodio y 7uL de
glucégeno. Posteriormente se les agregaron 1175 uL de etanol frio al 100%, se
mezclaron y precipitaron a -20°C por una hora. Después se centrifugaron por 30 min a
13000 rpm y se decant6 el sobrenadante. A continuacion se realizé un lavado con 750
uL de etanol al 70 %, las muestras, se centrifugaron por 5 minutos a 10000 rpm vy el
sobrenadante se removio con cuidado para no mezclar el mMARN precipitado.

2. Los concentrados de los mMARNS se resuspendieron en 25 plL de TE (10 mM Tris-HCI
pH 8, 1 MM EDTA) o agua libre de nucleasas.

3.4.7 Obtencién de los ADNc marcados con fluoréforos

Para la obtencién de ADNc marcados con fluoréforos Cy3 y Cy5, se utiliz6 un
kit “Amino Allyl cADN Labeling AM1705” de AMBION. El kit usa un proceso de dos
pasos para hacer fluorescentes los ADNc marcandolos con colorantes para su uso en
experimentos de microarreglos. En el primer paso, ADNCc es sintetizado de una muestra
de ARNm por una retrotranscripcion; uno de los nucleotidos (dTTP) es parcialmente
sustituido con un analogo conteniendo un grupo amino primario reactivo (amino Allyl
dUTP). Después de la reaccién de retrotranscripcion, la muestra de ARN es eliminado
del ADNc por hidrdlisis alcalina, la reaccion es neutralizada y el ADNc modificado de
amino allyl es recuperado por precipitacion con etanol. En el segundo paso, el ADNc
modificado con el amino allyl es acoplado con los colorantes fluorescentes por

incubacion (Cy3 y Cyb). La reaccion de acoplamiento es terminada por la adicién de
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hidroxilamina, después es pasada por una columna. EI ADNc es concentrado por
precipitacion por etanol. A continuacion se muestra el procedimiento que se realizo a

cada muestra.

3.4.7.1 Retrotranscripcién de las muestras del ARNm

1. De cada ARNm obtenido previamente se tomaron 10 pg y se colocaron en tubos
libres de nucleasas, después se agregaron 1 uL de decameros al azar y 9 uL de agua libre
de nucleasas. Las mezclas se incubaron a 75°C por 10 minutos. Después de este tiempo,
los tubos se centrifugaron para colectar el contenido del fondo, se conservaron a
temperatura ambiente.

2. A las reacciones anterioriores se les agregaron 2uL de 10X RT buffer, 1 uL de
inhibidor de RNAsa, 1uL de dNTP mix y 2 uL de M-MLYV transcriptasa reversa. Se
mezclaron muy bien.

3. Lareaccion con la transcriptasa reversa de las muestras se incub6 a 42°C por 2 h.

4. A las reacciones anteriores se les agregd 4 uL de 1M NaOH y se incubaron a 65 °C
por 15 minutos.

5. A las reacciones anteriores se les agreg6 10 uL de 1M HEPES para neutralizarlas.

6. Para precipitar el ADNc de ambas condiciones se agregaron 3.4 uL de 3M de
Acetato de sodio y 100 pL de etanol al 100%, se mezclaron e incubaron 30 min a
-20°C. Se centrifugaron por 15 minutos a 12000 rpm a 4°C y cuidadosamente se
descartd el sobrenadante. Los precipitados se lavaron afiadiendo 0.5 mL de etanol al
75%. Nuevamente los tubos se centrifugaron 5 minutos a temperatura ambiente y

cuidadosamente se descarto el sobrenadante.

3.4.7.2 Acoplamiento del colorante al amino modificado de ADNc

1. Los fluoroforos Cy3 y Cy5 se disolvieron en 3 uL de DMSO y se mantuvieron en la

oscuridad hasta su uso.
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2. Dos columnas NucAway Spin se rehidrataron con 650 uL de agua libre de nucleasas
por 1-2 h, se centrifugaron y guardaron a temperatura ambiente hasta su uso.

3. Los ADNCc precipitados se resuspendieron en 4.5 uL de Buffer de acoplamiento y se
mezclaron.

4. 2.5 puL de agua libre de nucleasas se agregaron a las muestras, se mezclaron y
centrifugaron.

5. 3 uL del fluoréforo Cy3 previamente preparado se agregaron al ADNc de la
condicion normal y 3ulL del fluor6foro Cy5 se agregaron al ADNc de la condicion
tratada. Se mezclaron, centrifugaron y se colectd el liquido. Las condiciones con los
colorantes se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad por una hora.

6. A las mezclas anteriores se les agregaron 6 uL de hidroxilamina 4M, después se
mezclaron, centrifugaron y colectaron los liquidos. Se Incubaron por 15 minutos a

temperatura ambiente en la oscuridad.

3.4.7.3 Purificacion y concentracion de los ADNc marcados con los fluoréforos.

1. Las columnas prehidratadas NucAway Spin se colocaron en tubos de coleccion y se
centrifugaron por dos minutos para remover el exceso de liquido.

2. Se ajusto el volumen del ADNc marcado a 85 uL con agua libre de nucleasas y se
paso el volumen cuidadosamente por el centro de la columna prehidratada colocada en
un tubo de coleccion de 1.5 mL. Se centrifug6 el tubo con la columna para que el liquido
pasara a través de ésta. Se descartart6 la columna.

3. EI ADNc marcado de cada condicion se precipité agregando 9 uL de acetato de
sodio 3M y 250 uL de etanol 100%. Se incubaron 30 minutos a -20°C. Posteriormente
se centrifugaron por 15 minutos a 4°C, después se descartd el sobrenadante. Los
precipitados de cada condicion se lavaron afiadiendo 500 pL de etanol al 75%, en
seguida se centrifugaron a 4°C por 15 minutos.

4. Los precipitados de cada condicion Cy3 y Cy5 se suspendieron en 10 uL de agua

libre de nucleasas.
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Después de obtener los ADNc marcados Cy3 de la condicion normal y Cy5 de la

condicion tratada, se prosiguio a realizar la hibridacion con el microarreglo.

3.4.8 Microarreglos

Para realizar los microarreglos se llevaron a cabo varias etapas: preparacion de
solucion de hibridacién, hibridacion dinamica con camara de hibridacion Agilent,

protocolo de lavados, lectura de microarreglos y anélisis bioinformatico.

3.4.8.1 Preparacion de solucién de hibridacion

Se procedié a preparar soluciones de hibridacion para 10 ug de la condicion
normal y 10 pug de la condicion tratada con SSPE 6X (sal-sodio-fosfato-acido
etilendiaminotetraacético; NaCl 3M, EDTA 20 mM, NaH,PO, 118.2 mM y Na,HPO,
81.8 mM), 10% de formamida, 0.01 mg/mL de albumina de suero bovino acetilada,
0.01% tween 20, 1% control de oligos. Las soluciones se agitaron y centrifugaron para
colectar la mezcla en el fondo de los tubos, después se incubaron a 65 °C por 5 minutos

y finalmente se colocaron en hielo por lo menos 5 minutos.

3.4.8.2 Hibridaciéon dindmica

La hibridacion se realizé en la cAmara de hibridacion bajo las condiciones como
lo indica el proveedor en su protocolo. La camara de hibridacion asi como la laminilla
de empaque y el microarreglo se precalentaron a 65°C por 15 minutos y se realizé el

siguiente procedimiento.

1. La laminilla de empaque se colocOd hacia arriba y el extremo con la etiqueta de la
laminilla se posicion6 firmemente asentada contra el lado final de la base de la camara.
2. Se agregaron 255 pL de la solucion de hibridacion al centro de la laminilla de
empaque.

3. Répidamente se colocd el microarreglo encima de la laminilla de empaque. Se

tomaron las siguientes consideraciones: el microarreglo debe estar hacia abajo (la
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superficie de la matriz dirigida a la laminilla de empaque). El final del microarreglo sin
el cédigo de barras debe estar sentado contra la parte de metal de la camara y en
contacto con el extremo de la laminilla de empaque con la etiqueta en un angulo de 45
grados. Se tom6 y mantuvo el microarreglo por los bordes cercanos del cédigo de barras
del final y se bajé lentamente el microarreglo para que la solucion de hibridacion entrara
en contacto con el microarreglo. Se soltd el microarreglo una vez que estuvo sobre la
laminilla de empaque. Se aseguré de que la etiqueta del extremo de la laminilla de
empaque y el extremo final sin marca del microarreglo quedaran al mismo nivel y
firmemente contra la base de la camara de hibridacion para asegurar el posicionamiento
correcto del microarreglo dentro del empaque.

4. Se coloco la tapa de metal de la cAmara en la parte superior del microarreglo.

5. El juego de pinzas sujetadoras se ajustaron adecuadamente.

6. La camara de hibridacion totalmente montada se gir6 manualmente hasta que una
burbuja Gnica se observd mover libremente.

7. La cdmara de hibridacion se coloco en el horno. La velocidad del rotor del horno de
hibridacién se mantuvo a 4 rpm para que la burbuja interior se moviera libremente.

8. Se hibridd a 40°C por 24 horas.

3.4.8.3 Protocolo de lavado.

1. El microarreglo y la laminilla de empagque montada en la camara de hibridacion se
removieron y se sumergieron en un bafio de 1X SSPE. Después, cuidadosamente se
insertaron unas pinzas planas entre la laminilla de empaque y el microarreglo para
separarlos.

2. El microarreglo se tomo y se sumergio en buffer de lavado fresco 1X SSPE por 3
minutos y se agitd cuidadosamente.

3. El microarreglo se removié del buffer anterior cuidadosamente y répidamente se
transfirié a solucion de lavado fresca 1X SSPE por 3 minutos.

4. El microarreglo se transfirié a buffer fresco 0.25X SSPE por 30 segundos. Después se

removio y rapidamente se eliminé el exceso de buffer con movimiento veloz.
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5. Finalmente, el microarreglo se secé en la centrifuga de microarreglos. Se tomaron las

debidas precauciones para no dafarlo.

3.4.8.4 Lecturay cuantificacién de microarreglo

Se tomd el microarreglo con mucho cuidado sin tocar la zona de impresion donde estan
las sondas hibridadas y se procedid a lo siguiente:

1. Se encendid el escaner y la computadora en interfase.

2. Se accedio al software Acuity 4.0 (Axon, molecular Devices, USA)

3. Se coloco la laminilla con la impresion boca abajo en el escaner

4. Dentro del software se utiliz6 el icono correspondiente a la adquisicion de imagenes.
Este de manera automatica hizo dos lecturas, una para cada longitud de onda (555 nmy
647 nm) de acuerdo a cada fluoréforo.

5. Una vez finalizada la corrida, el software gener6 tres imagenes, una para el canal 555
nm, otra para el canal 647 nm y una que combina ambos canales 555/647. Se utiliz6 el
comando Save Images y se procedié a dar nombre y guardar las imagenes en la carpeta
deseada.

6. Posteriormente se procedio a crear la rejilla o reticula, la cual debe coincidir con cada
uno de los puntos de impresion o “spots” en el arreglo, para esto se selecciono el
comando Grid y se insertaron los datos correspondientes al arreglo: nimero de columnas
por bloque (24), numero de renglones por bloque (47), nimero total de bloques (32) y la
distancia entre aplicaciones (200 um). Posteriormente esa rejilla fue copiada a cada uno
de los diferentes bloques del microarreglo.

7. Una vez generada la rejilla, se alinearon cada uno de los spots con cada uno de las
zonas (Circulos) para que el equipo realizara la lectura. Este proceso se hizo
manualmente, con el cursor se tomé cada uno de los circulos desfasados y se aline6 con
el spot correspondiente

8. El siguiente paso fue realizar el analisis, para esto se utiliz el comando Analysis, y
de manera automatica mostré una lista de valores de media y mediana intensidad (555,
647 y 555/647) y valores de media y mediana del fondo (555, 647 y 555/647) para cada

spot, que corresponda a un gen.
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9. Para finalizar se guardd la lista o base de datos en una carpeta correspondiente al

experimento.

3.4.9 Andlisis bioinformatico

Una vez obtenidas las listas de genes del experimento, los resultados se
analizaron con ayuda de herramientas de bioinformatica, en bases de datos como

Babelomics v4.2 (http://babelomics.bioinfo.cipf.es), Data base for Annotation,

Visualization and integrated Discovery (DAVID 6.7, http://david.abcc.ncifcrf.gov/),

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG, http://www.genome.jp/kega/),

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para realizar este tipo de analisis,

todas las opciones funcionan de manera similar, se copid la lista de genes de interés y se
selecciond el comando “Analyze” en el mend de opciones, posteriormente se obtuvo un

desplegado con los genes agrupados de acuerdo a su funcion.

3.5 Disposicion de residuos: parte fitoquimica, ensayos bioldgicos, y mecanismo de

accion.
La disposicion de los residuos de la parte experimental se realizé en base a las

normas establecidas por el departamento de manejo y control de residuos de la Facultad

de Ciencias Quimicas y de la Facultad de Medicina de la UANL.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FITOQUIMICA

De la planta L. tridentata se obtuvieron dos extractos un cloroférmico y un
extracto metandlico. Ambos extractos se fraccionaron por separado y las fracciones
fueron sometidas a varias cromatografias lograndose ailar ocho compuestos del extracto
cloroférmico (Lt4, Lt6, Lt6a, Lt2, Lt5, Lt3, Lt8, Lt7) y tres del extracto metandlico (Lt8,
Lt10, Lt15). La elucidacion estructural de los compuestos obtenidos se discute a

continuacion.
4.1.1 Elucidacion estructural de los compuestos aislados del extracto cloroférmico.
4.1.1.1 Elucidacion estructural del acido dihidroguaiarético (Lt4).

La Figura 3 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt4 donde se
observa un doblete a 6 0.843 (6H, d, J = 6.76 Hz, H-9, H-9") de dos metilos unidos cada
uno a un metino, un multiplete a 6 1.75 (2H, m, H-8 y H- 8"), dos dobles de dobles de
dos protones bencilicos a 6 2.29 (2H, dd, J = 13, 9 Hz, H-7b, 7b’) y 2.73 (2H, dd, J =
13, 5 Hz, H-7a,7a’) que se acoplan entre si y con grupo metino vecino; un singulete a 6
3.87 (6H, s, OMe-3, OMe-3’) de dos metoxilos aromaticos, un singulete a & 5.48 (2H, s,
OH-4,0H-4") de dos hidroxilos, un doblete a 6 6.62 (2H, d, J =1.81 Hz H-2 y H-2") que
resulta del acoplamiento entre dos protones meta-relacionados (H-2 y H-6; H-2" y H-6"),
un doble de doble a 66.66 (2H, dd, J= 1.81, 8 Hz, H-6 y H-6") que corresponde al
acoplamiento de H-6 con H-5y H-2 asi como H-6" con H-5" y H-2" y finalmente un
doblete a 6 6.83 (2H, d, J = 8 Hz, H-5, H-5) resultante del acoplamiento entre H-5/H-6
y H-5"/H-6".

La Figura 4 muestra el espectro de RMN **C donde se aprecian las sefiales de los
20 carbonos, de las cuales 12 carbonos son aromaticos o: 111.41 (C-2,C-2), 113.93 (C-
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5,C-57), 121.68 (C-6,C-6"), 133.76 (C-1,C-17), 143.52 (C-3,C-3"), 146.28 (C-4,C-47); 6
carbonos alifaticos 4: 16.19 (C-9, 97), 38.86 (C-7,C-7"), 39.16 (C-8,C-8"); asi como dos
carbonos de dos metoxilos en 6 55.82 (OMe-3, 3").

La Figura 5 muestra el espectro de HMQC con las siguientes correlaciones de
proton /carbono trece: CHs-9, 9°/ H-9,97; C-8,8°/ H-8,8”; C-7°/H-7b, C-7/H-7a; MeO-
3,3"; C-2,2°/H-2,2’; C-6,6’/ H-6,6’; C-5,5’/H-5,5".

La Figura 6 muestra el espectro COSY de Lt4 con las siguientes correlaciones:
proton-proton: H-5,5"/H-6,6"/H-2; H-7a,7a’/H-7b,7b"; H-9,9°/H8,8".

El andlisis de los espectros de RMN de 1D y 2D, y la comparacion de las
constantes espectroscopicas con los previamente reportadas por Gnabre et al., 1995, asi
como con la comparacion con una muestra auténtica (Salinas-Salazar et al., 2009)
permitieron concluir que el compuesto Lt4 es el acido dihidroguaiarético.
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4.1.1.2 Elucidacion estructural de 4-epi- larreatricina (Lt7)

La Figura 7 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt7 donde se
observa un doblete a 6 1.0 (6H, d, J = 6 Hz H-9 y H-9”) de dos metilos unidos cada uno
a un metino, un multiplete a 6 1.80 (2H, m, H-8, H-8"), un doblete a & 4.60 (2H, d, J =
9.6 Hz, H-7,H-7") que resulta del acoplamiento de H-7 con H-8 y finalmente un sistema
AB, en §6.80 (4H, d, J = 8.4 Hz, H-3,3", H-5,5) y § 7.12 (4H, d, J = 8.4 Hz, H-2,2",

H-6,6") de dos anillos aromaticos para-disustituidos.

La Figura 8 muestra el espectro de  RMN **C con sefiales para 18 carbonos de
los cuales, 12 son aromaticos o: 115.24 (C-3,3", C-5,57), 128.43 (C-2,2", C-6,67), 132.96
(C-1,17), y 156.15 (C-4,4"), asi como 6 carbonos alifaticos &: 13.54 (C-9,9"), 50.65 (C-
8,8") y 88.30 (C-7,7").

La Figura 9 muestra los espectros de DEPT-90 con las sefiales de 6 carbonos
de metinos que corresponden a CH-8,8"; CH-7,7"; CH-3,3", CH-5,5"; CH-2,2", CH-6,6".
En esa misma Figura se observa el espectro DEPT 135 con las sefiales de los 4 carbonos

metinos (los mimos que el espectro anterior) asi como la sefial de dos metilos CH3-9,9°.

La Figura 10 muestra el espectro COSY en donde se observan las correlaciones
siguientes: H-9,9°/H8,8"; H-8,8'/H-9,9/H-7,7°; H2,2", H6,6"/H-3,3", H-5,5".

La Figura 11 muestra el espectro de HMQC con las correlaciones siguientes:
C-9,9/H-9,9"; C-8,8'/H-8,8"; C-7,7°/H7,7", C-3,3",C-5,5"/ H-3,3",H-5,5"; C-2,2", C-
6,6/ H-2,2", H-6,6".

El anéalisis de los espectros de RMN de 1D y 2D y la comparacion de las

constantes espectroscopicas con las previamente reportadas por Konno et al., 1990

permitio concluir que el compuesto Lt7 es la 4-epi larreatricina.
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4.1.1.3 Elucidacion estructural de 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8)

La Figura 12 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt8 donde se
observa la presencia de dos dobletes de metilos en 6 0.83 (3H, d, J = 2.4 Hz, H-9°), 0.84
(3H, d, J = 2.8 Hz, H-9) que se acoplan cada uno con un proton vecino; dos multipletes
de metinos a 6 1.80 (1H, m, H-8) y & 1.90 (1H, m, H-8); dos doble de dobles de
protones metileno no equivalentes a 62.28 (1H, dd, J = 16.4, 7.6 Hz, H-7b,7’b) y & 2.69
(1H, dd, J = 16.4, 5.2 Hz, H-7a, 7’a) que se acoplan a su vez con un protdn vecino; un
doblete de un metino dibencilico a 6 3.53 (1H, d, J = 6.4 Hz, H-7") que se acopla con un
proton vecino; dos singuletes de protones aromaticos en disposicion para en 8: 6.24 (1H,
s, H-6) y 6.55 (1H, s, H-3) de un anillo tetrasustituido; un sistema A,B, a 6.66 (2H, d, J
=8.4 Hz, H-3", H-5") y 6 6.82 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-2", H-6") de un anillo aromatico

para-disustituido.

La Figura 13 muestra el espectro de RMN *3C con sefiales para 18 carbonos de
los cuales 12 carbonos son aromaticos 6: 114.71 (C-3°,C-57), 114.79 (C-6), 116.73 (C-
3), 128.35 (C-1), 130.10 (C-2°,6"), 141.99 (C-4), 142.48 (C-5), y 154.20 (C-4°); 6
carbonos alifaticos &: 15.64 (C-97), y 15.94 (C-9), 28.98 (C-8"), 34.82 (C-7), 40.68 (C-
8), 49.93 (C-7").

La Figura 14 muestra el espectro DEPT-90 donde se observan las sefiales de 9
metinos: CH-8’, CH-8, CH-7, CH-3’, CH-5’, CH-6, CH-3, CH-2’, CH-6". En esa misma
figura se observa el espectro de DEPT-135 con las sefiales de 9 metinos (los mismos
que se observaron en el DEPT-90) mas un metileno CH,-7 y dos metilos CH3-9 y CHs-
9.

En la Figura 15 se muestra el espectro de COSY con las siguientes correlaciones
H-9, 9°/H-8, 8"; H-7a,7b/H-8/H-9, 9"; H-8'/H-7"; H-6", H-2"/H-3",H-5, H-7’/H8.

La Figura 16 muestra el espectro de HMQC con las siguientes correlaciones: C-
9,9°/H-9,9’, C-8/H-8, C-8/H-8", C-7/H-7a,7b; C-7°/H-7°, C-3°,C-5"/H-3",5"; C-6/H-6,
C-3/H-3, C-2’,6'/H-2",6’.
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El analisis de los espectros de RMN de 1D y 2D y la comparacion de las
constantes espectroscopicas con las previamente reportadas por Konno et al., 1990

permitieron concluir que el compuesto Lt 8 es la 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina.
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En la Tabla 6 se resumen las constantes espectroscépicas de los lignanos obtenidos del

extracto cloroférmico.

TABLA 6. CONSTANTES ESPECTROSCOPICAS DE LOS LIGNANOS
OBTENIDOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO

Lt4 Lt7 Lt8
No 8'H (J=Hz) sC 8H (J=Hz) | s"C 8H (J=Hz) |s"C
1 133.76 132.96 128.35
2 6.62,d (1.812) | 111.41 [ 7.11,d (8.8) | 128.43
3 14352 |6.80,d (8.4) | 115.24 6.55, s 116.73
4 146.28 156.15 141.99
5 6.83, d, (8) 113.93 |6.80,d (8.4) | 115.24 142.48
6 6.66, dd, (8.0) | 121.68 | 7.12,d (8.4) | 128.43 6.24,s 114.79
7 38.86 4.60,d (9.6) | 88.30 34.82
7a,7’a | 2.73,dd, 2.69, dd,

(13,5) (16.4,5.2)
7b, 7’b | 2.29, dd,(13,9) 2.28, dd,

(16.4,7.6)
8 1.75, m 39.16 1.80, m 50.65 1.90, m 40.68
9 0.76,d (6.84) | 15.63
I’ 133.76 132.96
2’ 6.62d,(1.812) | 111.41 | 7.12,d (8.4) | 128.43 6.82, d (8.4) 130.10
3 14352 |6.80,d (8.4) | 115.24 6.66,d (8.4) |114.71
4 146.28 156.15 154.20
5 8:6.83 d, (8) 113.93 6.80, d 115.24 6.66, d (8.4) 114.71
(8.4)

6’ 6.66, dd, (8.0, |121.68 |7.11,d (8.8) | 128.43 6.82,d (8.4) | 130

1.86)
7 38.86 4.60,d 88.3 3.53,d(6.4) 49.93

(9.6)

8’ 1.75, m 39.16 1.80,m 50.65 1.80, m 28.98
9 0.76, d, (6.84) | 15.24
OH-4 [548s
OH-4’ |548,s
Me-3 0.
Me-3’
Me-9 0.84 15.64
Me-9’ 0.83 15.94
MeO-3 | 3.86, 55.83
MeO-9 | 0.843,d,(6.76) | 16.19 1.0, d (6) 13.54
MeO-3 | 3.87,s 55.83
Me0O-9’ | 0.843,d,(6.76) | 16.19 1.0, d (6) 13.54
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A continuacién se discute la elucidaciéon estructural de los flavonoides del

extracto cloroférmico.
4.1.1.4 Elucidacion estructural de 5,4 -dihidroxi-3,7,8,3"-tetrametoxiflavona (Lt2)

La Figura 17 muestra el espectro de  RMN 'H del compuesto Lt2 donde se
observan cuatro singuletes de metoxilos aromaticos 6: 3.785 (3H, s, OMe-3"), 3.848
(3H, s, OMe-8) 3.879 (3H, s, OMe-7) y 3.917 (3H, s, OMe-3). Luego aparece un
singulete de un protdn de hidroxilo a 5 6.0 (1H, s, C-4"-OH), un singulete de un proton
aromatico & 6.35 (1H, s, H-6), tres protones aromaticos de un sistema ABC &: 7.0 (1H,
d, J=8Hz, H-5), 7.71 (1H,d,J=2Hz, H-2"),y 7.73 (1H, dd, J = 8, 2 Hz, H-6"), y
por Gltimo un singulete de un protén de un hidroxilo que esta quelatado con un grupo
carbonilo de la posicion 4 a 612.40 (1H, s, 5-OH).

La Figura 18 muestra el espectro de RMN **C donde se observan las sefiales de
19 carbonos de los cuales 12 son arométicos &: 95.42 (C-6), 105.32 (C-4a), 110.79 (C-
6°), 114.73 (C-5), 122.66 (C-1"), 122.88 (C-2°), 128.79 (C-8), 138.63 (C-3"), 146.40
155.73 (C-4"), 157.37 (C-5), 159.35 (C-7), 158.38 (C-8a). Dos carbonos heterociclicos &
148.44 (C-2) y 146.40 (C-3); un carbonillo 6 179.01 (C-4) y cuatro carbonos de
metoxilos aromaticos 6: 56.00 (OMe-3), 56.39 (OMe-7), 60.14 (OMe-3"), 61.58 (OMe-
8).

La Figura 19 muestra el espectro de COSY donde se observan las siguientes
correlaciones: H-2°/H-5’/H-6".

La Figura 20 muestra el espectro de HMQC donde se observan las correlaciones
siguientes: CH30-3"/CH30-3"; CH30-8/CH30-8; CH30-7/CH30-7; CH30-3/CH30-3; C-
6/H-6; C-5"/H-5"; C-2"/H-2"; C-6"/H-6".

El anélisis de las constantes espectroscopicas de RMN de 1D y 2D asi la
comparacion de las constantes espectroscopicas con las previamente descritas por
Bernhard y Thiele.,, 1981, permitieron concluir que el compuesto Lt 2 es la 5,4'-

dihidroxi-3,7,8,3" -tetrametoxiflavona
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Figura 17. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 5,4°-dihidroxi-3,7,8,3’-tetrametoxiflavona (Lt2)
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4.1.1.5 Elucidacion estructural de 5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5)

La Figura 21 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt5 donde se
observan tres singuletes de metoxilos aromaticos & 3.79 (3H, s, CH30-3), 3.85 (3H, s,
CH30-7) y 3.90 (3H, s, MeO-8), un singulete de un protén aromatico a 6 6.59 (1H, s, H-
6), dos dobletes que conforman un sistema A;B;en 6 6.97 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3", H-5")
y 6 7.97 (2H, d, J= 8.7 Hz, H-2", H-6"), un singulete de un protdn de hidroxilo a & 10.37
(1H, s, OH-4") y un singulete de un hidroxilo a 6 12.50 (1H, s, OH-5) que esta

quelatado con un grupo carbonilo de la posicion 4.

La Figura 22 muestra el espectro de RMN *3C con sefiales de 18 carbonos de los
cuéles 12 carbonos son aromaticos 6: 95.66 (C-6), 97 (C-8), 105.424 (C-4a), 116.036 (C-
3, C-5"),121.73 (C-4"), 129.28 (C-7), 130.698 (C-2°, C-6"), 148.775 (C-8a), 157.24 (C-
5), 158.69 (C-8). Dos carbonos de un heterociclo &: 160.49 (C-2) y 138.70 (C-3); un
carbonilo 6 179.37 (C-4) y tres metoxilos aromaticos 6: 56.57 (MeO-3), 60.25 (OMe-8),
61.85 (OMe-7).

La Figura 23 muestra el espectro COSY donde se observan las siguientes
correlaciones: H-2°,H-6’/H-3",H-5".

La Figura 24 muestra el espectro de HMQC donde se observan las correlaciones
siguientes: OMe-3/OMe-3; OMe-7/0OMe-7; OMe-8/ OMe-8; C-6/H-6; C-3’, C-5’/ H-3,
H-5°; C-2’, C-6’/H-2’,H-6".

El analisis de los espectros de RMN de 1D y 2D y la comparacion de las

constantes espectroscopicas con las previamente descritas por Bernhard y Thiele., 1981,
permitieron concluir que el compuesto Lt5 es 5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona.
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Figura 22. Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-d6) de 5,4’-dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5)
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Figura 24. Espectro de HMQC de 5,4’-dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5)



4.1.1.6 Elucidacion estructural de 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona (Lt6)

La Figura 25 muestra el espectro de RMN *H del compuesto Lt6 donde se
muestra un singulete de un metoxilo aromatico a § 3.87 (3H, s), dos dobletes de dos
protones aromaticos meta relacionados uno a § 6.38 (1H ,d, J =2 Hz, 6-H) y otro a §
6.78 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), un singulete de un proton olefinico a § 6.86 (1H, s, H-3),
dos dobletes de un sistema A;B; de protones aromaticos orto relacionados a § 6.93 (2H,
d,J=88Hz,H-3,H-5)y§797 (2H, d, J =8.8 Hz, H-2", H-6"), un singulete de un
proton de hidroxilo fendlico a § 12.97 (OH-5) que esta quelatado con un grupo carbonilo

de la posicién 4.

La Figura 26 muestra el espectro RMN **C donde se muestra las sefiales para 16
carbonos de los cuales 12 son carbonos aromaticos §: 92.57 (C-8), 97.86 (C-6), 104.54
(C-4a), 115.86 (C-37, C-5"), 120.91 (C-1"), 128.47 (C-2°, C-6"), 157.12 (C-5), 161.06
(C-8a), 161.21 (C-4"), y 165.01 (C-7). Dos carbonos de un heterociclo 6: 102.88 (C-3) y
163.95 (C-2); un carbonilo & 181.84 (C-4) y un metoxilo aromatico 6 55.94 (MeO-7).

La Figura 27 muestra el espectro de DEPT-90 donde se observan sefiales de 7
metinos CH-8, CH-6, CH-3, CH-3’, CH-5", CH-2’, CH-6" y un metilo de metoxilo unido

al anillo aroméatico OCHs;,

La Figura 28 muestra el espectro COSY donde se observan las siguientes
correlaciones: H-6/H-8; H-3°,H-5’/H-2’, H-6’.

La Figura 29 muestra el espectro de HMQC donde se observan las siguientes
correlaciones 6: OCH3-7/H-7; C-6/H-6; C-8/H-8; C-3/H-3; C-3°, C-5’/H-3’, H-5’; C-2°,
C-6’/H-2’, /H-6’.

El andlisis de los espectros de RMN de ID y 2D y la comparacion de las
constantes espectroscopicas con las previamente descritas en la literatura por
Sakakibara et al., 1976 permitieron concluir que el compuesto Lt6 es la 5,4"-dihidroxi-7-

metoxiflavona.
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4.1.1.7 Elucidacion estructural de 5,7,4"-trihidroxi-3,8,3’-trimetoxiflavona (Lt6a)

La Figura 30 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt6a donde se
observan tres singuletes de tres metoxilos aromaticos a & 3.807 (3H, s, CH30-3), & 3.9
(3H, s, MeO-8) y 6 3.93 (3H, s; CH30-3"), después se observa un singulete de un protén
aromatico a 6 6.315 ( 1H, s, H-6), un doblete de un proton aromatico acoplado en orto
con un proton aromatico a 6 6.990 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5"), un doble de doble de un
proton aromaticoa é 7.70 (1H, dd, J=8.4y 1.6 Hz, H-6) que esta acoplado en orto con
otro proton aromatico y en meta con otro proton aromatico y un doblete de un protén

aromatico acoplado en meta con otro proton aromatico a 6 7.73 (1H, d, J = 1.6, H-2").

La Figura 31 muestra el espectro de RMN *3C con las respectivas sefiales de 18
carbonos de los cuales 12 son aromaticos d: 99.09 (C-6), 105.13 (C-4a), 111.33(C-2"),
115.34 (C-57), 122.18 (C-1"), 122.74 (C-6"), 127.75 (C-8), 147.27 (C-3"), 149.21(C-4"),
156.65 (C-7). Dos carbonos heterociclicos &: 138.63 (C-3), 156.03(C-2) vy tres
metoxilos arométicos 661.57 (OMe-3), 6 60.2 (OMe-8) y 855.5 (OMe-3°).

El analisis de las constantes espectroscopicas de RMN de *H y **C asi como la
comparacion de las mismas con las previamente descritas en la literatura por Roitman
et al., 1984 permitieron concluir que el compuesto Lt6a es la 5,7,4 -trihidroxi-3,8,3’-

trimetoxiflavona.
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4.1.1.8 Elucidacion estructural de 3,5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona (Lt3)

La Figura 32 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt3 donde se
observan dos singuletes de dos metoxilos a & 3.78 (3H, s, CH30-3) y a 6 3.81 (3H, s,
MeO-7), después se observa un singulete de un proton vinilico a 6 6.28 ( 1H, s, H-6),
dos dobletes de dos grupos de protones aromaticos orto relacionados a 6 6.97 (2H, d, J =
8.9 Hz, H-3", H-5") y 6 7.95 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-2", H-6") que conforman un sistema
A,B,; dos singulete de protones de base hidroxilo en & 10.29 (1H, s, 4-OH) y 10.73
(1H, s, 8-OH) y finalmente un hidroxilo a 6 12.36 (1H, s, 5-OH) que esta quelatado con

un grupo carbonilo de la posicion 4.

La Figura 33 muestra el espectro de RMN **C con las respectivas sefiales de 17
carbonos de los cuales 12 son aromaticos &: 99.33 (C-6), 105.22 (C-8), 114.2 (C-4a),
116.03 (C-3",C-57), 121.83 (C-4"), 128 (C-7), 130.92 (C-2°), 130.60 (C-6"), 149.27 (C-
8a), 156.84 (C-1"), y 157.09 (C-5). Dos carbonos heterociclicos &: 138.63 (C-3), 160.40
(C-2); un carbonilo 179.23 (C-4) y dos metoxilos aroméaticos &: 60.26 (OMe-3), y
61.71 (OMe-7).

La Figura 34 muestra el espectro de HMQC donde se observan las siguientes
correlaciones : OCHs-3/ OCHj3-3; OCH3-7/0OCH3-7; C-6/H-6; C-3°,C-5°/H-3",H-5; C-
2’, C-6’/H-2’, H-6".

El analisis de los espectros de RMN de 1D y 2D y la comparacion de las

constantes espectroscopicas con las previamente reportadas por Sakakibara et al., 1975,

permitieron concluir que el compuesto Lt3 es la 3,5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona.
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En la tabla 7 se muestran las constantes espectroscépicas de los flavonoides obtenidos

del extracto cloroférmico.

TABLA7
CONSTANTES ESPECTROSCOPICAS DE LOS FLAVONOIDES
OBTENIDOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO

Lt2 Lt5 Lt3 Lt6 Lt6a
No 5TH stC 8H sB¥c  BH sB%c  BH 5BCc  p'H SBC
(J=Hz) (J=Hz) (J =Hz) (J =Hz) (J=Hz)

2 148.44 160.942 160.40 163.95
3 146.40 138.543 138.63 16.860,s [102.88
4 179.01 179.379 179.23 181.54
4a 105.32 105.424 114.2 104.54 105.13
5 157.37 157.247 157.093 157.12
6 6.35,s |95.42 |659,s P566 6.28,s 0933 6.38,s P97.86 6.31,s | 99.09
7 159.35 129.28 128 165.01 156.65
8 128.79 07; 105.22 6.78,d, 92.54 127.75
158.691 (2.4)
8a 158.38 148.775 149.274 161.06
R 122.66 120.91 156.841 120.91 122.18
2 7.71,d, |[122.88 | 7.97,d [130.698 [7.95d, [130.92 [7.96,d, [128.47 [7.74d, | 111.33
2 (8.7) (8.9) (8.8). (1.6)
3 138.63 | 6.97,d [116.036 6.97,d, [116.03 6.93,d, [115.86 147.27
(8.8) (8.9) (8.8)

& 155.73 121.731 127.83 161.21 149.21
5 70,d [11473 [6.97,d [116.03 6.97,d, [116.03 [6.93,d, [115.86 6.99,d, | 115.34
(8) (8.8) (8.9) (8.8) (8.4)

6’ 7.73,dd | 110.79 | 7.97,d [130.698 [7.95,d, [130.601 [7.96d, [128.47 [7.7,dd, | 122.74
(8,2) (8.7) (8.9) (8.8) (8.4,1.6)

OH-4 [5.956,s 156.03
OH-5 [12.40,s 12.50,5 12.36, s 12.50,s [116.21 138-66

OH-8 10.73, s

OH-4 6.0,s 10.37, s 10.29, s 10.37 s [121.73

MeO-3 B.917,s |56.00 |3.79,s B557 [.78,s [138.63; [3.87,s b594 [3.807 | 6157
60.26

MeO-7 B.879,s |56.39 |3.85,s 61.85 [3.81,s |128;
61.71

MeO-8 33.848,s [6158 |3.9,s 0.25 3.901 |60.2

MeO-3’ 3.785,s | 60.16 3.933 |56
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4.1.2 Elucidacion estructural de los compuestos aislados y purificados del extracto

metandlico.

4.1.2.1 Elucidacion estructural de 3-demetoxi-6-0 -demetilisoguaiacina (Lt8)

En el extracto cloroférmico se obtuvo el compuesto Lt8 y su elucidacion

estructural ya se discutié en el punto 4.1.1.3

4.1.2.2 Elucidacion estructural de 5,4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10)

La Figura 35 muestra el espectro de RMN *H del compuesto Lt10 donde se
observan tres singuletes a 6 3.72 (3H, s, CH30-3), 3.65 (3H, s, CH30-6) y (3H, s,
CH30-7) de tres metoxilos aromaticos, un singulete de un protobn aromético que
aparece a 6 6.49 (1H, s, H-8), dos dobletes de protones aromaticos orto relacionados a
§:7.042 (2H, d, J = 8.8 Hz, H -3", H-5") y 8.101 (2H, d, J = 9.2 Hz, H-2", H-6") que
conforman un sistema A,B; y un singulete de un hidroxilo fendlico que aparece a &
12.57 (1H, s, OH-5) que estd quelatado con un grupo carbonilo de la posicién 4. El
hidroxilo en la posicion 4 no aparece en el espectro porque se intercambio el proton con

el deuterio del solvente.

En la Figura 36 se muestra el espectro de RMN **C donde se muestra las sefiales
para 18 carbonos de los cuales 12 son carbonos aromaticos §: 95.37 (C-8), 131.79 (C-
6), 104.95 (C-4a), 115.63 (C-3", C-57), 121.87 (C-1"), 130.33 (C-2", C-6"), 156.02 (C-
5), 148.33 (C-8a), 160.75 (C-47), y 158.66 (C-7). Dos carbonos de un heterociclo &:
130.138 (C-3) y 157.27 (C-2); un carbonilo & 178.95 (C-4) y tres metoxilos aromaticos &
60.60 (MeO-6), 59.28 (MeO-7), 655.97 (MeO-3).

El anélisis de los espectros de RMN de *H y *C y la comparacion de sus

constantes espectroscopicas con las descritas previamente por Bai et al., 2010,
permitieron concluir que el compuesto Lt10 es la 5, 4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona.
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4.1.2.3 Elucidacion estructural de 5, 7, 4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt15)

La Figura 37 muestra el espectro de RMN'H del compuesto Lt15 donde se
observo un singulete de un metoxilo aromatico a & 3.86 (3H,s CH30-3), dos dobletes de
dos protones aromaticos meta-relacionados a é: 6.25 (IH, d, J = 2.1 Hz, H-6) y 6.49d
(1H, d, J = 2.1 Hz, H-8), dos dobletes de protones aromaticos orto relacionados a &: 7.01
(2H,d,J=9.1 Hz, H -3", H-5") y 8.02 (2H, d, J = 9.1 Hz, H-2", H-6") que conforman
un sistema A;B,, y un singulete de un hidroxilo a 6 12.8 (1H, s, C-5-OH) este ultimo
esta quelatado con el grupo carbonilo de la posicion 4. Los grupos hidroxilos en 7 y
4'no aparecen en el espectro porque los hidrégenos de los hidroxilos se intercambiaron

por deuterios del solvente.

La Figura 38 muestra el espectro de RMN **C con las sefiales de 16 carbonos de
los cuales 12 son aromaéticos &: 94.5 (C-8), 99.4 (C-6), 106.0 (C-4a), 116.5 (C-3",5"),
122.2 (C-17), 131.2 (C-2,6"), 157.9 (C-8a), 160.8 (C-4°), 163.3 (C-5), 164. 6 (C-7).
Dos carbonos del anillo heterociclico a 6: 156.3 (C-2), 179.6 (C-3); un carbonilo
8179.435 (C-4) y un metoxilo aroméatico 60.235 (OMe-3). Algunas sefiales no se
observan por que el espectro se corrio a 50 MHz, estas sefiales son C-2, C-3, C-4ay C-

8a, pero en el espectro de HMBC podemos observar estas sefiales.

La Figura 39 muestra el espectro de HMBC con las siguientes correlaciones
OH-5/C-5,C-6,C-4a; H-2’ H-6’/C-4’,C-2,C2’,C-6’; H-3’,H-5°/C-3",C-5",C-4’,C-1’; H-8/
C-7,C-8,C-6,C-4a; H-6/C-7,C-5,C-8,C-4a; MeO-3/C-3.

El analisis de los espectros de RMN de 1D y 2D y la comparacién de las

constantes espectroscopicas con las previamente reportadas por Sakakibara et al., 1975
permitieron concluir que el compuesto Lt15 es la 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona.
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TABLAS8

CONSTANTES ESPECTROSCOPICAS DE LOS FLAVONOIDES OBTENIDOS
DEL EXTRACTO METANOLICO

Lt10 Lt15
No &'H (J=Hz) 8*C 8'H (J=Hz) | &*C

2 157.27 156.3

3 138.138 139.50
4 178.95 179.435
da 104.955 106.8

5 156.026 163.3

6 131.799 | 6.25,d, (2.1) | 99.4

7 158.66 164. 6
8 6.49, s 95.372 | 6.49,d, (2.1) | 94.5

8a 148.33 157.9

K 121.879 122.20
2 8.101,d, (9.2) |130.33 |8.02,d,(9.1) | 131.2

3 §7.042,d, (8.8) | 115.63 | 7.01,d,(9.1) | 116.5

4 160.175 160.8

5 §7.042,d, (8.8) | 115.63 | 7.01,d,(9.1) | 116.5

6’ 8.101,d, (9.2) |130.33 |8.02,d,(9.1) | 131.2

OH-4’

OH-5 12.57, s 12.8,5

OH-7

OH-8 6.5,s

MeO-3 3.72,s 55.97 3.86,s 60.235
MeO-6 | 3.65,s 60.69

MeO-7 | 3.55,s 59.28
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4.2 Actividad antibacteriana y antituberculosa de los compuestos del extracto

cloroférmico.

De los 8 compuestos obtenidos del extracto cloroformico (Figura 40) fueron evaluados 7
compuestos en contra de 5 especies Gram-positivas, 7 especies Gram-negativas, una
cepa sensible de M. tuberculosis H37Rv y tres aislados clinicos MFR de M. tuberculosis
(Tabla 9). Solo se muestran los resultados donde los compuestos mostraron actividad
antibacteriana y antituberculosa.

4-epi-larreatricina (Lt7) 4

3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8)

(Lt2) 5,4-dihidroxi-3,7,8,3 "-tetrametoxiflavona
R;=OMe R,=0OMe R3;=0Me R,=OMe
(Lt3) 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona
R,=0OMe R,=O0H R;=H R,=0OMe
(Lt5) 5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona
R1=0OMe R2=0OMe R3=H R,=0Me
(Lt6) 5,4"-dihidroxi-7-metoxiflavona

R;=H R,=H R;=H R,=0OMe
(Lt6a) 5,7,4'-trihidroxi-3,8,3'-trimetoxiflavona
R;=0OMe R,=0OMe R;=0OMe R,=OH

Figura 40. Estructura quimica de los compuestos del extracto cloroférmico
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TABLA9
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA'Y ANTITUBERCULOSA DE LOS
COMPUESTOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE L. tridentata

Compuestos
Bacterias ATCC CMI (ug/mL)
lac. | 14 Lt7 [Lt8 [Lt2 [Lt3 Lt5 |Lt6 | Ltéa |Lf
5. aureus 29213 50 50 |25 >50 >50 >50 50 ne 6.25
5.aureus RM BAA- 50 50 |25 >50 | >50 >50 |>50 |ne [6.25
44
. faecalis 29212 50 50 |125 |>50 | >50 >50 |50 ne 1[0.78
=. coli 25922 [>50 50 |50 >50 | >50 >50 |>50 |ne [0.78
=. cloacae 35030 50 125 | 125 | >50 | >50: >50 | >50 ne 1[0.78
Iso
M. tuberculosis [27294 50 50 >50 |[>50 | >50 >50 |>50 |ne [0.02
H37Rv
M. tuberculosis fa.c. n=3 n=1 | n=2 n=1 n=3 >50 >50 ne |4.0-
MIFR 12.5-50 25 125 | 25 25-50 6.0

Acido dihidroguaiarético (Lt4), 4-epi-larreatricina (Lt7), 3 -demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina
(Lt8), 5,4"-dihidroxi-3,7,8,3 -tetrametoxiflavona (Lt2), 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona
(Lt3), 5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5), 5,4"-dihidroxi-7-metoxiflavona (Lt6), 5,7,4"-
trihidroxi-3,8,3 -trimetoxiflavon (Lt6a), n.e: no ensayado Lf: levofloxacina. Iso: isoniacida.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria, a.c: aislado clinico.

Como se puede observar en la Tabla 9, de los lignanos evaluados, el lignano que
presentd mejor actividad antibacteriana fue el 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina
(Lt8) ya que presento actividad en contra de S. aureus sensible, S. aureus RM, E.
faecalis, E. coli y E. cloacae, asi como también fue activo en contra de dos aislados
clinicos MFR de M. tuberculosis. El lignano &cido dihidroguaiarético (Lt4) mostr6
actividad en contra de S. aureus RM y en contra de la cepa sensible y tres aislados de M
tuberculosis. La 4-epi-larreatricina (Lt7) solo mostro actividad en contra de E. cloace y
en contra de la cepa sensible y un aislado clinico MFR de M. tuberculosis. El lignano

Lt6a no se evaluo debido a que se obtuvo en pequefia cantidad.
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En cuanto a los flavonoides evaluados se observa (Tabla 9) una actividad
antibacteriana baja o en algunas ocasiones nula como en el flavonoide Lt5. La 5,4"-
dihidroxi-7-metoxiflavona (Lt6) mostrd actividad en contra de S. aureus y E. faecalis.
La 5,4 -dihidroxi-3,7,8,3 -tetrametoxiflavona (Lt2) y la 5,8,4 -trihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona (Lt3) mostraron Unicamente actividad antituberculosa en contra de uno
y tres aislados clinicos MFR de M. tuberculosis MFR, respectivamente. El flavonoide
Lt6a no se evalud debido a que se obtuvo en poca cantidad. No se ha reportado en la
literatura que tenga actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana y antituberculosa de los compuestos evaluados fue
menor que la de los controles positivos levofloxacina e isoniacida, respectivamente. Las
especies ATCC, como se puede observar en la Tabla 9, son mas sensibles a la
levofloxacina e isoniacida que a los compuestos aislados de L. tridentata. Por otro lado
es muy probable que la levofloxacina e isoniacida actlen sobre las bacterias ensayadas
con un mecanismo de accion diferente a los productos naturales evaluados en este
estudio debido a que tienen estructuras quimicas diferentes a los controles positivos
empleados. Quimicamente, los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comin de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos
de fenilos ligados a través de un anillo de pirano heterociclico, los lignanos puden ser
del tipo dibencilbutano, furano-lignano 6 1-aryl tetralin lignano. La isoniacida es un

acido nicotinico hidrazida y la levofloxacina es una fluoroquinolona.
Como el lignano 3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina  (Lt8) fue el

fitocompuesto que presentd mayor espectro antibacteriano, se evalué en contra de

aislados clinicos bacterianos (ver Tabla 10).
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TABLA 10
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE 3’-DEMETOXI-6-O-
DEMETILISOGUAIACINA EN CONTRA DE AISLADOS CLINICOS.

Aislados clinicos
E. CMI E. CMI E. CMI S. aureus CMI  |S. aureus CMI
faecalis |(ug/ml) |coli (ug/ml) |cloacae (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
8736 25 8877 |>50 9299 >50 9201 25 9199 12.5
RM
8561 25 8992 |>50 9220 >50 8981 25 8997 12.5
RM
8345 12.5 9122 |>50 9181 >50 8857 12.5 9200 12.5
RM
8562 50 8829 |>50 8960 >50 9196 125 (8859 12.5
RM RM
8568 25 8827 |>50 9234 >50 8927 25 9105 12.5
RM RM
Lf 50 Lf 3.025 Lf 0.78 Lf125

Como se puede observar en la Tabla 10 el lignano 3 -demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina mostré mejor actividad en contra de E. faecalis en comparacion con
el control positivo levofloxacina. Sin embargo, este lignano no mostro actividad en
contra de E. coli y E. cloacae a las concentraciones ensayadas. 3’-Demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina present6 actividad similar que la levofloxacina en contra de los
aislados clinicos de S. aureus y S. aureus RM. Estos resultados son importantes por la
alta prevalencia en hospitales de cepas de S. aureus resistentes a meticilina. Como se
puede observar, E. faecalis, S. aureus y S. aureus RM son mas sensibles al 3"-demetoxi-
6-O-demetilisoguaiacina que a la levofloxacina, mientras que E. coli y E. cloacae son
menos sensibles al lignano ensayado que a la levofloxacina. Lo anterior se explica
debido a las diferencias genotipicas y fenotipicas que existen en los aislados clinicos

ensayados.

Bocanegra-Garcia y colaboradores en el 2009 (Bocanegra-Garcia et al., 2009)
publicaron que el extracto cloroférmico de L. tridentata mostr6 actividad en contra de
S. aureus RM (CMI = 250 pg/mL) y aislados clinicos (CMI = 12.5 - 100 pg/mL, n=25)
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por lo que esta actividad se le puede atribuir al lignano 3"-demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina. El extracto cloroférmico de L. tridentata no presento actividad en
contra de E. faecalis ATCC 29212 (CMI > 250 pg/mL) y sus aislados clinicos (CMI >
250 pg/mL  n=15), sin embargo el lignano 3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina
mostro actividad en contra de esta bacteria (CMI = 12,5 pug/mL; CMI = 12,5 - 50
pug/mL , n=5) y fue igual 0 mas potente que el estandar levofloxacina. Lo anterior puede
deberse a que el lignano estaba muy diluido en el extracto u otros componentes de la
planta enmascararon su actividad. Por otro lado el lignano al estar puro actué de una
manera mas precisa sobre la bacteria que cuando se encuentra en mezcla con otros
componentes del extracto que pueden impedir que se una al sitio de accion sobre la

bacteria.

Ninguno de los compuestos evaluados fue activo (CMI > 50 pg/mL) en contra
de A. baumanii y L. monocytogenes. En contraste el extracto cloroférmico mostro debil
actividad en contra de A. baumanii (CMI = 125 pg/mL) y L. monocytogenes (CMI =
125 pg/mL). Esto puede deberse a que los compuestos contenidos en el extracto
actuaron en sinergismo para dar la actividad mostrada en el extracto o que los

compuestos responsables de dicha actividad antibacteriana no se lograron aislar.

4.2.1 Actividad antibacteriana y antituberculosa de los compuestos del extracto

metanolico.
En el extracto metandlico se aislaron 3 compuestos el lignano3”-demetoxi-6-O-

demetilisoguaiacina (Lt8) y dos flavonoides 5,4’-dihidroxi-3,6,7--trimetoxiflavona
(Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxi flavona (Lt15) (Figura 41).
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(Lt10) 5,4'-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona
R1=R2=OMe

(Lt15) 5, 7, 4'-trihidroxi-3-metoxiflavona
R1=H R2=O0OH

(Lt8) 3'- demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina

Figura 41. Estructura quimica de los compuestos obtenidos del extracto metanolico

A los compuestos antes mencionados se les determind la actividad
antibacteriana en contra de 5 especies Gram-positivas y 7 especies Gram-negativas, asi
como la actividad antituberculosa en contra de una cepa sensible H37Rv y 3 MFR de M.
tuberculosis. Solo se muestra la CMI de los dos flavonoides obtenidos (Tabla 11) ya
que la actividad bioldgica del lignano 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8) se
encuentra en la Tabla 9.
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TABLA 11.
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA'Y ANTITUBERCULOSA DE LOS
COMPUESTOS DEL EXTRACTO METANOLICO

Especies ATCC CMI (pg/ml)
Lt10 Lt15 Lf
S. aureus 29213 >50 50 6.25
S.aureus BAA- 50 >50 6.25
RM 44
L. monocytogenes 19111 >50 50 0.78
Iso
M. tuberculosis 27294 >50 >50 0.02
H37Rv
M. tuberculosis a.c >50 >50 4.0-
MFR n=3 6.0

5, 4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10), 5,7,4’-trihidroxi-3 metoxiflavona (Lt15), Lf:
levofloxacina. Iso: isoniacida. CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

Como se puede observar en Tabla 11, la 5,4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona
(Lt10) solo mostro actividad en contra de S. aureus RM, mientras que 5,7,4’-trihidroxi-3
metoxiflavona (Lt 15) fue activo en contra de S. aureus Yy L. monocytogenes. Cabe
mencionar que este Ultimo flavonoide posee actividad antiinflamatoria, inhibe el
crecimiento tumoral, tiene efecto hepatoprotector y actividad en contra de Tripanosoma
cruzi (Escobar., et al 2009). Aunque la actividad antibacteriana de Lt10 y Lt15 es
modesta, cabe mencionar que esta actividad se debe a los hidroxilos fendlicos que
contienen los compuestos, ya que estos grupos funcionales penetran facilmente a través
de la membrana celular bacteriana, se combina y precipitan las proteinas
protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos.
(Fuentes-Ruitdn et al 1998).

Esta es la primera vez que se reporta la actividad antibacteriana para ambos
flavonoides:  5.4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona  (Lt10) y 5,7.4’-trihidroxi-3
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metoxiflavona (Lt 15). Por otro lado, es importante mencionar que Lt10 se reporta por
primera en L. tridentata, esta flavona se ha reportado en Atemisia annua que pertenece a

la familia Asteraceae (Sy et al., 1998).

Bocanegra-Garcia y colaboradores reportaron en 2009 (Bocanegra-Garcia et
al., 2009) que el extracto metanolico presentd actividad antibacteriana en contra de S.
aureus y S. aureus RM con CMI de 250 ug/mL, en contra de cada bacteria asi como en
contra de L. monocytogenes (CMI = 125 pg/mL). Los resultados obtenidos comprueban
que los principios activos del extracto metandlico se lograron obtener y estos fueron los
dos flavonoides 5,4’-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-
metoxiflavona (Lt15) y el lignano 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8) que
mostraron actividad en contra de S. aureus y L. monocytogenes. Adicionalmente, el
extracto metandlico presento actividad en contra de S. pneumoniae (CMI = 250 pg/mL),
A. baumannii (CMI = 125 pg/mL), H. influenzae (CMI = 125 pg/mL), E. cloacae
(CMI = 125pug/mL) y ninguno de los compuestos obtenidos present6 actividad en contra
de estas bacterias. Esto puede deberse a que los componentes contenidos en el extracto
metanolico pudieron actuar en sinergismo en contra de S. pneumoniae, A. baumannii,
H. influenzae, E. cloacae y/o que los compuestos contenidos en el extracto metandlico

con actividad en contra de estas bacterias no se lograron aislar.

Si comparamos la actividad bioldgica de los lignanos y flavonoides ensayados
se pudo observar que los lignanos mostraron mejor actividad antibacteriana que los
flavonoides. En el caso particular de los lignanos ensayados estos pertenecen a tres
grupos diferentes de lignanos por lo que no se puede establecer una relacion estructura
quimica actividad bioldgica entre ellos mismos tomando como base un tipo estructural
comun, ya que el acido dihidroguaiarético (Lt4) es un lignano de tipo dibencilbutano, la
4-epi-larreatricina  (Lt7) es de tipo furano-lignano, y el 3"-demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina (Lt8) es de tipo l-aryl tetralin lignano. Sin embargo, con los
resultados obtenidos en las Tablas 9 y 10 podemos observar que el compuesto mas
activo y con un amplio espectro antimicrobiano fue el 3’-demetoxi-6-O-

demetilisoguaiacina (Lt8). Este compuesto posee tres grupos OH fendlicos. Los grupos
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OH en compuestos polifendlicos como los lignanos estan estrechamente relacionados
con la accion antibacteriana, ya que se ha reportado que a mayor nimero de grupos OH
en la molécula esta exhibird mayor toxicidad al microorganismo elimindndolo mas
facilmente (Lai et al., 2004).

En el caso de todos los flavonoides aislados del extracto cloroférmico y
metanolico poseen un esqueleto semejante ya que todos son flavonas. Dentro de los
flavonoides que presentaron mejor actividad antibacteriana fueron la 5,4’-dihidro-7-
metoxiflavona (Lt6), que tiene dos grupos hidroxilo y un metoxilo, su actividad fue
moderada asi como el compuesto 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt15) que es mas
polar por poseer tres grupos hidroxilo y un metoxilo. Sin embargo la flavona 5,
4’dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) que es mas polar que todos ya que posee
cuatro grupos hidroxilos y un metoxilo, la actividad es modesta. Si comparamos estos
flavonoides con los flavonoides que no presentaron actividad antimicrobiana el 5,4"-
dihidroxi-3,7,8,3 -tetrametoxiflavona (Lt2) y 5,4"-dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5)
que poseen sélo dos grupos hidroxilo asi como cuatro y tres metoxilo respectivamente
podemos observar que al haber mayor cantidad de metoxilos le resta polaridad a los
compuestos y les confiere mayor lipofilicidad y los hace menos activos frente a las
bacterias. En conclusion esta relacion estructura quimica actividad bioldgica sugiere que
los grupos metoxilo disminuyen la actividad antibacteriana, mientras que los grupos
hidroxilo la aumentan. Para explicar lo anterior se buscé en la literatura y se encontrd
que los compuestos fendlicos como lignanos, flavonoides, timol, eugenol tienen
actividad antimicrobiana (250-100 pg/ml E. coli) y esto se debe a que los OH
interaccionan con las proteinas de membrana y esto desestabiliza la pared celular de la
bacteria ocasionando la muerte celular (Cushnie., et al 2011). No hay algln reporte que

relacione los grupos metoxilo con algun componente celular.
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4.3 Actividad citotoxica de los compuestos obtenidos de L. tridentata

La evaluacion de la citotoxicidad se realizé en células hepaticas humanas de
origen benigno (Células Chang) las cuales fueron expuestas a varios compuestos
obtenidos de la planta L. tridentata, en este ensayo se determind la viabilidad celular
mediante la evaluacion microscopica y con la prueba WST-1. En la tabla 12 se muestra
la Concentracién Inhibitoria 50 (CI50) para cada compuesto. Se utiliz6 el programa

GraphPad Prim Software 5 para calcular las CI50.

TABLA 12
VALORES DE CITOTOXICIDAD (Cls, pg/mL ) DE ALGUNOS
COMPUESTOS OBTENIDOS DE Larrea tridentata CON CELULAS CHANG

Compuesto Cl 50 (ug/mL)
Acido dihidroguaiaretico (Lt4) 10.68
3"-Demetoxi-6-O-dimetilisoguaiacina (Lt8) 31.10
4-Epi-larreatricina (Lt7) 34.40
5,4"-Dihidroxi-3,7,8,3 -tetrametoxiflavona (Lt2) 39.14
5,7,4"-Trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt15) 39.85
5,4”-Dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5) 40.25
5,4"-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) 85.25

Como se puede observar en la Tabla 12 los tres lignanos evaluados fueron méas
citotoxicos que los cuatro flavonoides ensayados. EI compuesto que presenté mayor
citotoxicidad fue el lignano &cido dihidroguaiarético (Lt4) con un valor de Clsp de 10.68
ug/mL, seguido de 3"-demetoxi-6-O-dimetilisoguaiacina (Lt8) y epi-larreatricina (Lt7)
con Clsp de 31.10 y 34.40 pg/mL, respectivamente. De los flavonoides ensayados los
mas toxicos fueron 5,4 -dihidroxi-3,7,8,3"-tetrametoxiflavona (Lt2), 5,7,4 -trihidroxi-3-
metoxiflavona (Lt15) y 5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5) con Cls, de 39.14,
39.85 y 40.25 pg/mL, respectivamente. El flavonoide 5,4 -trihidroxi-3,6,7-
metoxiflavona (Lt10) fue el compuesto menos citotoxico para las células Chang lo cual
se pudo corroborar al visualizar los Clsy de todos los compuestos, siendo el mas alto

para éste compuesto (Clso 85.25 pug/mL). Por el grado de citotoxicidad que presentaron
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los compuestos a la linea celular se buscoé en la literatura y se encontro que los lignanos
ensayados en este estudio han mostrado citotoxicidad en contra de células humanas
cancerigenas. Lambert y colaboradores en el 2005 (Lambert et al., 2005) realizaron un
estudio con lineas celulares humanas cancerigenas: Melanoma, (ACC375), Mama
(MCF7) y Colon (SW480) con compuestos extraidos de L. tridentata. Los compuestos
incluyeron la (S)-4’,5-dihidroxi-7-metoxiflavonona, la cual presentd un 1Csy >80-60
uM en contra de las diferentes lineas celulares y lignanos del tipo dibencilbutano como
el &cido dihidroguaiarético (Lt4), que mostraron un ICsy 5-60 uM, asi como lignanos
del tipo 1-aryl tetralin lignano como el 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8) que
mostraron un 1Csy 9.6-50 uM. Los lignanos del tipo dibencilbutano resultaron ser los
mas potentes y en segundo lugar los del tipo 1-aryl tetralin lignano. Por otro lado, Salem
y colaboradores en el 2005 reportaron que el lignano Nactandrin B con estructura tipo
furano-lignano como la 4-epi-larreatricina (Lt7) mostré actividad antitumoral en contra
de la linea celular cancerigena HL60 (ICso 100 uM). Otros estudios con flavonoides
indican que han demostrado inhibir la proliferacion celular en muchos tipos de lineas
celulares cancerigenas humanas, y tienen poco o mucho efecto toxico a lineas celulares
normales. Por ejemplo el efecto antiproliferativo de quercetina, taxifolina, nobiletina y
tangeritina con la linea cancerigena escamosa (HTB43) (ICso2-8 ug/ml de 3-7 dia) (Jen-
Lui et al., 2006).

4.4 Resultados de la determinacion del mecanismo de accidn del principio

antibacteriano mas activo.

4.4.1 Curva de crecimiento de S. aureus RM a concentraciones variables del
fitocompuesto.

Para el ensayo del posible mecanismo de accion se eligio el lignano 3-demetoxi-6-O-
demetilisoguaiacina ya que presentd la mejor actividad antibacteriana sobre la cepa de S.
aureus RM. Con esta curva de crecimiento se determiné el tiempo de exposicion de la

cepa de S. aureus RM a una concentracion establecida del lignano.

102



0.3 4

0.25

pg/ml

——50
=25
=,—125
;=525
—W=cepa
—8—DMSO
—8-medio

Densidad Optica
2 o
(%)) =]

Q
=

0.05

Figura 42. Curva de crecimiento de S. aureus RM a concentraciones variables del

fitocompuesto.

En la figura 42 se muestra la curva de crecimiento donde S. aureus RM se
expuso a diferentes concentraciones del lignano3-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina
(50, 25, 12.5 y 6.25ug/mL), podemos observar que a 50, 25 y 12.5 ug/mL hubo
inhibicién de crecimiento mientras que a 6.25 ug/mL hay menor crecimiento en
comparacion con el control que fue la bacteria creciendo en condiciones normales. Por
lo que la CMI es de 12.5 pg/ml y el tiempo de exposicién es de una hora debido a que
las cuatro primeras horas (1-4 hr) son de fase adaptacion y la fase exponencial empieza

una hora después (5-6 hr).

4.4.2 Extraccion del ARN total

Posteriormente, con los resultados anteriores se procedio a preparar los cultivos
bacterianos para la condicién normal y la condicién tratada como se describié en el

punto 3.4.4., con los concentrados bacterianos obtenidos se procedié a realizar la
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extraccion y purificacion del ARN total de ambas condiciones con el kit comercial
RiboPure-Bacteria AM1925 de Ambion. Para observar la integridad del ARN total
purificado de la condicion normal y de la condicidn tratada y concluir que no estan

degradados se corrié una electroforesis en gel de agarosa (Figura 43).

Bandas de ARN
ribsomales

23S

| 16S

A B

Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa. (A) Condiciéon con tratamiento, (B)

Condicion sin tratamiento.

Como se puede observar en la Figura 43, las bandas de los ARN ribosomales
23S y 16S estan integras lo que sugiere que el ARNm es de buena calidad para ambas
condiciones. La concentracion de ambas condiciones se obtuvo realizando una dilucién
1:99 con agua DEPC las cuales se leyeron en un espectofotometro a 260/280 nm el cual
arroja automaticamente los resultados de concentracion y absorbancia del RNA total.
Los resultados son los siguientes: Absorbancia 260/280 nm (A): 1.63, (B):1.6 y
concentracion de (A): 9.6 ug/ml, (B): 10.6 pg/ml .

Posteriormente se llevo a cabo exitosamente la obtencion del ARNm, sintesis
de ADNCc, marcaje con los fluroroforos, hidridacién de ambas condiciones en el

microarreglo y lavados como se describi6 previamente en el capitulo de materiales.
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4.4.3 Lectura y cuantificacion de microarreglo

Los genes encontrados se obtuvieron por lectura y cuantificacion en microarreglo de S.
aureus RM (30Kk) (ver Figura 44).

(A) (B) (©€)
Figura 44. Iméagenes del microarreglo (A) Cy3 (puntos rojos): condicién sin
tratamiento; (B) Cy5 (puntos verdes): condicion tratada; (C) Cy3/Cy5 ( puntos
rojos, verdes y amarillos): ambas condiciones (rojos y verdes) mas genes neutros

(amarillos).

Como se puede observar en la figura 44, la lectura del microarreglo arroj6 un grupo de
genes sobreexpresados y otros inhibidos por la condicion del tratamiento donde se
observan puntos rojos gracias al fluoréforo Cy3 que representan genes encendidos en la
condicion sin tratamiento (es decir inhibidos por el tratamiento), puntos verdes por el
fluoréforo Cy5 que representa la condicion con tratamiento (es decir genes
sobreexpresados por el tratamiento). Una vez que estas dos imagenes son adquiridas por
el equipo se traslapan para dar lugar a una imagen combinada de Cy3/Cy5 que
representa ambas condiciones con puntos verdes, rojos y amarillos (los verdes en esta
tercera imagen representan a los que realmente se sobreexpresaron con el tratamiento sin
neutralizarse con los rojos del no tratado y viceversa, mientras que los amarillos se

consideran los neutros).
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4.4.4 Analisis bioinformatico

Se encontraron 153 genes sobre expresados y 93 genes reprimidos correspondientes al
analisis del microarreglo sin embargo, al tomar en cuenta solo aquellos genes que
estaban a +/- 1.5 Desviaciones Estandar (DS) del comportamiento promedio,
respectivamente, se obtuvieron 122 genes sobre expresados y 84 genes reprimidos
(Figura 45).

(A) (B)
Figura 45. Zscore del microarreglo. (A) Zscore con todos los genes; (B)Zscore +/-
1.5DS

En la figura 45 se observan los genes sobre expresados y reprimidos a +/- 1.5 DS.

4.4.5 Génes sobreexpresados

En el andlisis se detectaron 122 genes sobreexpresados que se asocian a

diferentes procesos y funciones biolégicas (Tabla 13).
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TABLA 13

GENES SOBREEXPRESADOS
Gene Name | Gene type Funcion
SAR2338 Xanthine/uracil permeases Permeasa
SAR0025 Hypothetical protein Proteoma completa
SAR0657 | Ferrichrome transport ATP- | Actividad ATPasa
binding protein
SAR0503 Putative peptidyl-tRNA Actividad carboxilesterasa
hydrolase
SAR1195 Putative protein phosphatase | Actividad catalitica
SAR2694 | Putative anaerobic Actividad catalitica
ribonucleotide reductase
SAR2224 | Hypothetical protein Actividad de transferasa
SAR1180 | Putative orotidine 5'- Actividad ortodina-5'-fosfato carboxilasa
phosphate decarboxylase
SAR2184 Putative exported protein Actividad oxidoreductasa
SAR0234 L-lactate dehydrogenase 1 Actividad oxidoreductasa
SAR1031 Putative exported protein ATP sintesis acoplado al transporte de
electrones
SAR0248 Hypothetical protein Biogénesis de la envoltura celular
SAR2510 | Gamma-hemolysin Citolisis
component C precursor
SAR0896 D-alanyl carrier protein Cofactor de unién
SAR2317 | 50S ribosomal protein L30
SAR2318 | 30S ribosomal protein S5
SAR2320 | 50S ribosomal protein L6
SAR2321 | 30S ribosomal protein S8
SAR2323 | 50S ribosomal protein L5
SAR2324 | 50S ribosomal protein L24
SAR2325 | 50S ribosomal protein L14 ] )
SAR2326 | 308 ribosomal protein S17 Constituyente estructural ribosomal
SAR2327 | 50S ribosomal protein L29
SAR2331 | 30S ribosomal protein S19
SAR2332 | 50S ribosomal protein L2
SAR2333 | 50S ribosomal protein L23
SAR2334  50S ribosomal protein L4
SAR2800 | 50S ribosomal protein L34
SAR0654 Hypothetical protein
SAR1093 | Hypothetical protein Funci6n desconocida
SAR0191 | Hypothetical protein
SAR1934 putative membrane protein
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Tabla 13 (Continucion)

SAR1063 | Conserved Hypothetical Estructura ribosomal y biogénesis:
protein replicacion, recombinacion y reparacion.
SAR1233 Elongation factor Ts Elongacion translacional
SAR2313 Translation initiation factor | Iniciacion translacional
IF-1
SAR0215 Putative sensor kinase Mecanismo de transduccion de sefiales.
protein
SAR2541 Putative carboxylesterase Metabolismo de lipidos, hidrolasa
SAR2302 Putative tRNA pseudouridine | Modificacion del ARN
synthase
SAR2620 Putative membrane protein muerte celular, citolisis
SAR0279 | conserved Hypothetical
protein Patogénesis
SAR1917 Enterotoxin
SAR2383 Putative exported protein
SAR0530 Putative membrane protein | Prediccion de funcién general
SARO0154 | Capsular polysaccharide Proceso biosintético
synthesis enzyme
SAR1042  Onithine Proceso biosintético "de novo" IMP
carbamoyltransferase
SAR2711 | Carbamate kinase Proceso biosintético celular de aminoacidos
SAR2357 Putative molybdenum Proceso biosintético del cofactor Mo-
cofactor biosynthesis libdopterina
SAR0471 Hypothetical protein Proceso biosintético del glutamato
SAR1158 phospho-N-acetylmuramoyl- | Proceso biosintético del peptidoglicano
pentapeptide-transfera
SAR0140 Deoxyribose-phosphate Proceso catabdlico deoxiribonucleétido
aldolase
SAR1483 Glycerol-3-phosphate Proceso catabdlico glicerol-3-fosfato
dehydrogenase [NAD(P)+]
SAR0135 Superoxide dismutase
SAR0169 | Capsular polysaccharide
synthesis enzyme o )
SAR0218 | Putative pyruvate formate- | Proceso Oxidacién-reduccion
lyase activating
SAR2484 Respiratory nitrate reductase
delta chain
SAR0351 | Acetyl-CoA acetyltransferase | Proceso metabdlico
SAR0613 Alcohol dehydrogenase Proceso metabélico
SAR1067 | Conserved Hypothetical Proceso metabdlico
protein
SAR1070 Putative transposase Proceso metabdlico
SAR2191 | ATP synthase beta chain Proceso metabdlico de ATP
SAR0192 Hypothetical protein Proceso metabdlico de carbohidratos
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Tabla 13 (Continuacién)

SAR2583 Putative gluconokinase Proceso metabdlico de carbohidratos
SAR2706A | Hypothetical protein Proceso metabdlico de la arginina
SAR0217 Formate acetyltransferase Proceso metabdlico de la glucosa
SAR1954 | Putative glutamate-1- Proceso metabolico de tetrapirrol
semialdehyde
SAR0824 | Putative malolacticenzyme Proceso metabdlico del malato
SAR2485 Nitrate reductase beta chain | proceso metabélico del nitrato
SAR1118 | Sortase B Proceso metabdlico glicero-eter
SAR2085 Hypothetical phage protein | Procesos metabdlicos de ADN
SAR0335 | Putative luciferase-like Produccion de energia y conversion
mOonooxygenase
SAR1060 Putative cell division protein | Produccidn de energia y conversion
SAR1844 | Putative membrane protein | Proteina A Universal de Estrés
SAR1064 Conserved Hypothetical Proteina conservada no caracterizada
rotein
SAR1125 ?:onserved Hypothetical Proteina de familia no caracterizada
protein
SAR1495 Putative lipoprotein Proteina de funcion inespecifica
SAR1516 Hypothetical phage protein | Proteina de la capside de fago
SAR2179 | Putative membrane protein | Proteina de localizacién
SAR1238 putative membrane protein Protedlisis
SAR0031B | Hypothetical protein
SAR0855 Hypothetical protein ) .
SAR1085 putative guanylate kinase Proteoma, inespecifico
SAR1577 | Hypothetical protein
SAR2239 | Hypothetical protein
SAR2569 Hypothetical protein
SAR1650 Putative exported protein Region de transmembrana
SAR1817 Putative exported protein
SAR0822 | Conserved hypothetical Regulacion de espuracion
protein
SAR1963 Putative regulatory protein Regulacion de la Reparacion del ADN
SAR1585 Maltose operon Regulacion de transcripcion
transcriptional repressor
SAR1721 Holliday junction DNA
helicase
SAR1752 | Glutamyl-tRNA reductase Reparacion del ADN
SAROQ785 Ribonucleoside-diphosphate
reductase alpha
SAR0698 Putative transposase
SAR0722 | Putative transposase Replicacion de ADN, recombinacion y
SAR0744 | Putative DNA photolyase reparacion
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Tabla 13 (Continuacién)

SAR0033 Kanamycin Responder al antibiotico kanamicina
nucleotidyltransferase
SAR1784 | Putative universal stress Respuesta al estrés
protein
SAR2190 ATP synthase epsilon chain | Sintesis de ATP acoplado con transportador
de proton
SAR2151 Putative sigma factor sigB
regulation protein
SAR1186 | Conserved Hypothetical
protein Transcripcion
SAR1253 | Conserved Hypothetical
protein
SAR2309 | DNA-directed RNA
polymerase alpha chain
SAR1567 | Sensor kinase protein Transduccion de sefial
SAR0550 | 30S ribosomal protein S12
SAR2311 | 30S ribosomal protein S13 .
SAR2316 | 50 ribosomal protein L15 | ranslacion
SAR0615 Putative arginyl-tRNA
synthetase
SAR0732 Putative acetyltransferase Translacion, estructura ribosomal y
biogénesis
SAR0917 Putative S1 RNA binding Translacion, estructura ribosomal y
domain biogénesis
SAR2712 | Arginine/ornithine antiporter | Transportador de aninoacidos
SAR2582 Putative gluconate permease | Transportador de gluconato
SAR0310 Putative nucleoside permease | Transportador de nucle6tidos y metabolismo
SAR0114 Immunoglobulin G binding | Transportadores ABC
protein A precursor
SAR0174 | putative transport system Transporte de iones inorganicos y
permease metabolismo
SAR1449 Amino acid permease Transporte de aminoacidos
SAR1590 Putative peptidase Transporte de aminoacidos y metabolismo
SAR2557 | Conserved Hypothetical Transporte de aminoacidos y metabolismo
protein
SAR1032 Protein coding gene Transporte de electrones mitocondrial
SAR1034 Hypothetical protein Transporte de electrones mitocondrial
SAR0743 Putative sodium:sulfate Transporte de iones
symporter protein
SAR2356 Putative molybdopterin- Union GTP

guanine dinucleotide
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En la tabla 13 se observan todos los génes sobreexpresados que se pueden
asociar a difererentes procesos y vias metabolicas en funcion de su tipo. Para ello se

utilizé una herramienta bioinformatica GenDB (http://www.genedb.orq)

(13

Los genes sobreexpresados se sometieron a la herramienta bioinformatica
Data base for Annotation, Visualization and integrated Discovery (DAVID 6.7,
http://david.abcc.ncifcrf.gov/). Esta herramienta con su base de datos relaciond varios
genes con tres vias metabdlicas: Piruvato ( SAR0217, SAR0824, SAR0169), Propanoato
(SAR0217, SAR0169) y Butanoato (SAR0217, SAR0169). Sin embargo con esta

informacién no se ha podido sugerir un probable mecanismo de accién. Pero como

podemos observar en la tabla anterior hay muchas proteinas interesantes que se

involucran en procesos y funciones bioldgicas importantes de S. aureus RM.

4.4.6 Génes reprimidos

En el anélisis se detectaron 84 genes sobreexpresados que se asocian a difererentes

procesos Yy vias metabdlicas en funciones bioldgicas.
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TABLA 14

GENES REPRIMIDOS

GeneName | GeneType Funcion
SAR0221 | Hypothetical protein
SAR0237 | Hypothetical protein
SAR0291 | Putative membrane protein
SARO0075A | Hypothetical protein
SAR0372 | Hypothetical protein
SAR0396 | Putative lipoprotein
SAR0437 | Putative exported protein
SARO0571 | Hypothetical protein
SAR0846 | Putative exported protein
SAR0861 | nitroreductase family protein
SAR1533 | Hypothetical phage protein Proteoma, inespecifico
SAR1552 | Hypothetical phage protein
SAR2049 | Hypothetical phage protein
SAR2059 |Hypothetical phage protein
SAR2063 |Hypothetical phage protein
SAR1429 | Putative membrane protein
SAR1462 | Putative exported protein
SAR1336 | Hypothetical protein
SAR1909 | Hypothetical protein
SAR2729 | Hypothetical protein
Putative inosine-uridine
SAR2367 | preferring nucleoside
SAR0584 | Hypothetical protein
SAR2770 Hypothetical protein
SAR1092 | Putative membrane protein
SAR1955 | Putative membrane protein
SAR0582 | Hypothetical protein
SAR1459 | Hypothetical protein Funcion desconocida
Hypothetical phage protein
SAR1682 | (pseudogene)
SAR1914 | Hypothetical protein
SAR1906 | Serine protease
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Tabla 14 (Continuacién)

SAR2733 | Preprotein translocase SecY
subunit-like

SAR0344 | Putative Sec-independent Proteina de transporte
protein translocase

SAR1755 | Trigger factor (prolyl
isomerase)

SAR1599 | Hypothetical phage protein Proceso biosintético de lipidos

SAR1265 |Putative pyruvate Proceso de Oxidacion-reduccién
flavodoxin/ferredoxin

SAR1268 | Conserved Hypothetical Proceso metabdlico de ARNt
protein

SAR1406 | Aspartate semialdehyde Proceso biosintético de metionina
dehydrogenase

SAR1114 | Conserved Hypothetical Proceso citocinético
protein

SAR1839 |Putative polysaccharide Proceso biosintético de polisacaridos
biosynthesis protein

SAR1851 | Riboflavin biosynthesis protein | Proceso biosintético de rivoflavina

SAR1894 | Putative exported protein Proceso biosintético de rivoflavina

SAR2645 | putative glycosyl transferase Proceso metabdlico de terpenoides

SAR1776 |Pyruvate kinase Glicolisis

SAR2296 |Conserved Hypothetical Metabolismo de butanoato
protein

SAR2506 | Putative phosphoglycerate glicolisis
mutase

SAR0877 | Conserved Hypothetical Chaperonas
protein

SAR0313 |Putative ROK family protein | Transcripcion

SAR0918 | NADH:flavin oxidoreductase / | Cofactor de union
NADH oxidase family

SAR0937 | putative membrane protein Region transmembrana

SAR0978 | Enoyl-[acyl-carrier-protein] Actividad oxidoreductasa
reductase [NADH]

SAR0988 | UDP-N-acetylmuramoylalanyl- | Division celular
D-glutamate--2,6-dia

SAR1282 | Conserved Hypothetical Unién de aminodcidos
protein

SAR1377 | ImpB/MucB/SamB family Reparacion de ADN
protein

SAR1412 | Diaminopimelate Actividad catalitica
decarboxylase

SAR1657 | Chaperone protein Plegamiento

SAR1659 |heat-inducible transcription Regulacion de transcripcion

repressor
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Tabla 14 (Continuacid)

SAR1722 | Holliday junction DNA Reparacion de ADN
helicase RuvA
SAR1763 |putative primosomal protein Union ATP
SAR1992 | Glutamyl-tRNA Translacion
amidotransferase subunit A
SAR1995 |Putative lipoprotein Lipoproteina
SAR2002 | Hypothetical protein Actividad inhbitoria enzimética
SAR2291 | MerR family regulatory protein | Regulador transcripcional
SAR2447 | Putative mannitol-1-phosphate | Mecanismos de transduccion de sefiales/
5-dehydrogenase transcripcion
SAR2489 | Nitrite reductase large subunit | Asimilacién de nitrato
SAR2514 | Putative 8-amino-7- Actividad transferasa
oxononanoate synthase
SAR2573 | Putative lipoprotein Lipoproteina
SAR2678 | Putative ketopantoate reductase | Procesamiento de ARNt
SAR2221 | Serine Protedlisis
hydroxymethyltransferase
SAR2772 | pyrrolidone-carboxylate
peptidase
SAR2438 | Transposase (fragment)
SAR2267 |FecCD transport family protein
SAR1928 | ABC transporter ATP-binding i
protein Mecanismo de defensa
SAR0306 |ABC transporter ATP-binding
protein
SAR0144 | Putative ABC transport ATP-
binding protein
SAR1073 | Putative ABC transport ATP-
binding protein
SAR0190 | Glucose-specific PTS Transporte de glucosa
transporter protein, IIABC
SAR0591 | Putative membrane protein Transporte inorganico de iones y metabolismo
SAR0618 | Putative transport system Transporte de iones de hierro
lipoprotein
SAR2231 |Putative mannose-6-phosphate | Transporte de carbohidratos y metabolismo
isomerase
SAR0895 | Putative activated D-alanine Transportador de membrana
transport protein
SAR2463 | putative membrane protein Transportador del tipo ABC-2

Annotation,

Visualization and

http://david.abcc.ncifcrf.gov/).

integrated

Los genes reprimidos se sometieron a la base de datos: Data base for

Discovery (DAVID 6.7,
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Esta base de datos relacioné varios genes con sistema transportador ABC.

Los transportadores de membrana dependientes de ATP (ABC) son proteinas
ampliamente distribuidas y conservadas evolutivamente que participan en procesos de
transporte. Presentan como caracteristica estructural el poseer dos unidades homologas,
cada una con seis segmentos transmembrana (TM) y un sitio de fijacion a nucle6tidos
(NBD); las regiones TM fijan la proteina a la membrana. De forma fundamental se
caracterizan por tener amplia especificidad de sustratos pudiendo transportar de forma
activa compuestos de distinta naturaleza. Este transporte desde el interior hacia el
exterior de una ceélula facilita la salida del farmaco asi como la eliminacion de las
sustancias toxicas derivadas del farmaco evadiendo asi los efectos terapéuticos del
mismo por lo que esta expulsion beneficia y protege las funciones celulares bacterianas
(Alvarez et al., 2009).

Zechini y colaboradores reportaron (Zechini et al., 2008) que varias proteinas del
sistema transportador ABC estan asociadas a la farmacoresistencia. Por ejemplo la
resistencia de Staphylococcus aureus RN4220 a vancomicina es debida a la proteina
transportadora “ msrA”, M. tuberculosis es resistente a tetraciclinas por la proteina
“DrrAB”, E. coli es resistente a eritromicina por la proteina “MacAB-TolC”

El sistema transportador ABC de S. aureues esta conformado por 91 genes que
expresan a las diferentes proteinas de este sistema. De estas 91 proteinas, 4 proteinas
reprimieron su actividad debido al lignano. Estas proteinas son SAR0144 y SAR1073
gue son proteinas transportadoras ABC de unién a ATP, SAR0618 sistema de transporte
de lipoproteinas que se relaciona con el sistema sustrato unién proteina y SAR2267 que
pertenece a la subfamilia de transporte de proteinas FecCD que se relaciona con el
sistema de proteinas permeasas. Debido a que el lignano reprimio estas proteinas de S.
aureus RM, la bacteria no pudo expulsar al ligano al exterior por lo que el lignano
ejercio su actividad antibacteriana. Por todo lo anterior se puede sugerir que el posible
mecanismo de accion recae a nivel de membrana probablemente afectando proteinas de

tipo transportador ABC.
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CAPITULO5
CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico del extracto cloroférmico permitié el aislamiento y
caracterizacion de tres lignanos: acido dihidroguaiarético (Lt4), 4-epi-larreatricina (Lt7),
3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8), y cuatro flavonoides: 5,4 -dihidroxi-
3,7,8,3 -tetrametoxiflavona (Lt2), 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona (Lt3), 5,4 -
dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona (Lt5), 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona (Lt6) y 5,7,4 -

trihidroxi-3,8,3’-trimetoxiflavona (Lt6a)

El estudio fitoquimico del extracto metandlico permitié el aislamiento y
caracterizacion de un lignano el 3"-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina (Lt8) el cuél se
obtuvo previamente del extracto cloroférmico y dos flavonoides: 5,4°- dihidroxi-3,6,7-
trimetoxiflavona (Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt15).

Es la primera vez que se reporta en L. tridentata la presencia de 5,4’-dihidroxi-
3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10).

El compuesto mas activo para ambos extractos el cloroférmico y el metandlico
fue el lignano 3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina el cual fue activo en contra de S.

aureus sensible, S. aureus RM, E. faecalis, E. coli, E. cloacae y M. tuberculosis MFR.

Los compuestos adicionales del extracto cloroférmico que contribuyeron con la
actividad antibacteriana y antituberculosa fueron: el acido dihidroguaiarético que fue
activo en contra de S. aureus RM, M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis MFR; la
4-epi-larreatricina  que mostrd actividad en contra de E. cloacae, M. tuberculosis
H37Rv y M. tuberculosis MFR; la 5,4 -dihidroxi-7-metoxiflavona que fue activa en
contra de S. aureus, Yy E. faecalis; la 5,4"-dihidroxi-3,7,8,3"-tetrametoxiflavona que fue
activa en contra de M. tuberculosis MFR; y la 5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona fue

activa en contra de M. tuberculosis MFR.
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Los compuestos adicionales aislados del extracto metanolico que presentaron
actividad antibacteriana y  antituberculosa fueron: la 5,4’-dihidroxi-3,6,7-
trimetoxiflavona (Lt10) que fue activa en contra de S. aureus RM vy la 5,7,4’-trihidroxi-
3-metoxiflavona (Lt 15) fue activa en contra de S. aureus y L. monocytogenes.

Es la primera vez que se reporta la actividad antibacteriana de 5,4’-dihidroxi-
3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) y 5,7,4’-trihidroxi-3-metoxiflavona (Lt 15).

El lignano acido dihidroguaiarético (Lt4) fue el mas citotoxico para las células

Chang.

El flavonoide 5,4 -trihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (Lt10) fue el compuesto

menos citotoxico para las células Chang.

El mecanismo de accion del lignano 3’-demetoxi-6-O-demetilisoguaiacina con
un amplio espectro antibacteriano se podria deber a la inhibicion del sistema
transportador ABC que utiliza la bacteria como mecanismo de resistencia, este

mecanismo no es presentado por ninguno de los antibioticos usados actualmente.
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CAPITULO 6
PERSPECTIVAS

Realizar PCR en tiempo real para confirmarar los resultados obtenidos de

microarreglos.
Preparar  analogos  semi-sintéticos del lignano  3’-demetoxi-6-O-

demetilisoguaiacina que presentd un amplio espectro antibacteriano para encontrar

derivados con mayor actividad antibacteriana y antituberculosa.
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APENDICE A

DIFRACCION DE RAYOS X EN MONOCRISTAL DEL COMPUESTO
4 EPI LARREATRICINA LT7
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Table 1. Crystal data and structure refinement for LT_7.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 26.06°
Absorption correction
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter
Largest diff. peak and hole

It 7

C18 H20 03

284.34

298(2) K

0.71073 A

Monoclinic

P2(1)

a=6.4225(4) A 1= 90°.
b =12.4973(7) A = 101.243(6)°.
c=9.8176(7) A [ =90°.
772.88(9) A3

2

1.222 Mg/m3

0.082 mm-1

304

2X?2x?mm3

3.50 to 26.06°.

-7<=h<=6, -15<=k<=15, -12<=I<=11
5223

1592 [R(int) = 0.0411]

99.7 %

None

Full-matrix least-squares on F2
1592/1/198

1.051

R1 = 0.0444, wR2 = 0.0925
R1=0.0752, wR2 = 0.1057
-0.3(19)

0.187 and -0.180 e.A-3
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Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement

parameters (A2x 103)

for LT_7. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Ul tensor.

X y z U(eq)
0O(1) 6576(4) 1791(2) 2077(2) 61(1)
0(2) 3301(4) -2930(2) 656(2) 57(1)
0(3) 9213(4) 6427(2) 690(3) 74(1)
C(2) 5625(5) 1142(3) 3000(3) 49(1)
C(3) 7244(5) 1130(3) 4373(4) 59(1)
C(4) 8399(5) 2166(3) 4337(3) 60(1)
C(5) 8532(5) 2269(3) 2820(4) 52(1)
C(6) 6305(7) 920(5) 5619(4) 95(2)
C(7) 10528(6) 2277(4) 5332(4) 90(1)
C(8) 5031(5) 63(2) 2373(4) 46(1)
C(9) 6388(5) -506(3) 1717(4) 56(1)
C(10) 5841(5) -1507(3) 1138(4) 57(1)
C(11) 3913(5) -1941(3) 1217(3) 45(1)
C(12) 2553(5) -1400(3) 1891(4) 56(1)
C(13) 3120(5) -407(3) 2462(4) 57(1)
C(14) 8752(5) 3372(3) 2270(3) 47(1)
C(15) 7158(5) 4127(3) 2230(4) 59(1)
C(16) 7343(5) 5140(3) 1703(4) 62(1)
C(17) 9120(5) 5420(3) 1225(4) 53(1)
C(18) 10742(5) 4688(3) 1258(4) 54(1)
C(19) 10533(5) 3675(3) 1771(4) 52(1)
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Table 3. Bond lengths [A] and angles [°] for LT_7.

0(1)-C(2)
0(1)-C(5)
0(2)-C(11)
0(3)-C(17)
C(2)-C(8)
C(2)-C(3)
C(3)-C(6)
C(3)-C(4)
C(4)-C(5)
C(4)-C(7)
C(5)-C(14)
C(8)-C(9)
C(8)-C(13)
C(9)-C(10)
C(10)-C(11)
C(11)-C(12)
C(12)-C(13)
C(14)-C(19)
C(14)-C(15)
C(15)-C(16)
C(16)-C(17)
C(17)-C(18)
C(18)-C(19)

C(2)-0(1)-C(5)
O(1)-C(2)-C(8)
0(1)-C(2)-C(3)
C(8)-C(2)-C(3)
C(6)-C(3)-C(4)
C(6)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)
C(3)-C(4)-C(5)
C(3)-C(4)-C(7)
C(5)-C(4)-C(7)

1.437(4)
1.452(3)
1.378(4)
1.368(4)
1.501(4)
1.533(5)
1.489(5)
1.496(5)
1.513(5)
1.524(4)
1.497(5)
1.378(5)
1.379(4)
1.390(5)
1.368(4)
1.373(5)
1.381(5)
1.383(5)
1.387(4)
1.381(5)
1.362(5)
1.382(5)
1.379(5)

110.3(2)
110.7(3)
105.1(2)
115.2(3)
117.0(4)
114.2(3)
103.0(3)
102.7(3)
116.8(3)
114.0(3)
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0(1)-C(5)-C(14)
O(1)-C(5)-C(4)
C(14)-C(5)-C(4)
C(9)-C(8)-C(13)
C(9)-C(8)-C(2)
C(13)-C(8)-C(2)
C(8)-C(9)-C(10)
C(11)-C(10)-C(9)
C(10)-C(11)-C(12)
C(10)-C(11)-0(2)
C(12)-C(11)-0(2)
C(11)-C(12)-C(13)
C(8)-C(13)-C(12)
C(19)-C(14)-C(15)
C(19)-C(14)-C(5)
C(15)-C(14)-C(5)
C(16)-C(15)-C(14)
C(17)-C(16)-C(15)
C(16)-C(17)-0(3)
C(16)-C(17)-C(18)
0(3)-C(17)-C(18)
C(19)-C(18)-C(17)
C(18)-C(19)-C(14)

109.3(2)
104.5(2)
117.4(3)
117.5(3)
121.5(3)
121.0(3)
121.5(3)
119.6(3)
120.0(3)
121.6(3)
118.4(3)
119.7(3)
121.7(3)
117.4(3)
121.5(3)
121.1(3)
121.1(3)
120.3(3)
118.1(3)
120.0(3)
121.9(3)
119.3(3)
121.8(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
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Table 4. Anisotropic displacement parameters (A2x 103) for LT_7. The anisotropic
displacement factor exponent takes the form: -202[ h2 a*2U1l + .. + 2 hk a* b* U12]

ull u22 u33 u23 ul3 ul2
0(1) 84(2) 46(2) 50(1) 4(1) 5(1) -23(1)
0(2) 78(2) 39(1) 57(2) -1(2) 20(2) -9(2)
0O(3) 79(2) 36(2) 109(2) 9(1) 24(2) -7(2)
C(2) 55(2) 37(2) 55(2) 2(2) 12(2) -2(2)
C(3) 70(2) 51(2) 55(2) 4(2) 12(2) -6(2)
C(4) 63(2) 59(2) 54(2) 6(2) 1(2) -2(2)
C(5) 53(2) 39(2) 63(2) 0(2) 10(2) 0(2)
C(6) 107(3) 109(4) 69(3) 15(3) 13(2) -19(3)
C(7) 86(3) 97(4) 77(3) 2(3) -9(2) -15(3)
C(8) 55(2) 34(2) 49(2) 3(2) 11(2) -2(2)
C(9) 55(2) 48(2) 70(3) -6(2) 22(2) -9(2)
C(10) 58(2) 53(2) 67(2) -5(2) 25(2) 2(2)
C(11) 59(2) 31(2) 46(2) 5(2) 13(1) -3(2)
C(12) 56(2) 43(2) 73(3) -2(2) 25(2) -12(2)
C(13) 62(2) 48(2) 67(3) -1(2) 26(2) -4(2)
C(14) 512 38(2) 50(2) -3(2) 8(1) -5(1)
C(15) 54(2) 43(2) 81(3) -2(2) 19(2) -6(2)
C(16) 57(2) 40(2) 88(3) 3(2) 15(2) -1(2)
C(17) 60(2) 31(2) 64(2) -6(2) 7(2) -1(2)
C(18) 54(2) 45(2) 64(2) -8(2) 18(2) -6(2)
C(19) 51(2) 37(2) 68(2) -5(2) 16(2) 0(2)
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Table 5. Hydrogen coordinates ( x 104) and isotropic displacement parameters (A2x

10 3) for LT _7.

X y z U(eq)
H(2) 3770(50) -3030(40) -140(40) 85
H(3) 10560(80) 6590(40) 580(50) 111
H(2A) 4333 1500 3155 59
H(3A) 8255 553 4313 71
H(4A) 7472 2739 4551 72
H(5A) 9727 1835 2651 62
H(6A) 7419 872 6426 143
H(6B) 5530 259 5498 143
H(6C) 5362 1493 5737 143
H(7A) 11126 2967 5212 135
H(7B) 11476 1728 5140 135
H(7C) 10323 2207 6270 135
H(9A) 7700 -214 1659 68
H(10A) 6780 -1878 700 69
H(12A) 1254 -1701 1963 67
H(13A) 2189 -47 2918 69
H(15A) 5943 3948 2563 70
H(16A) 6250 5632 1675 74
H(18A) 11962 4877 937 64
H(19A) 11621 3182 1781 62

132



Table 6. Torsion angles [°] for LT_7.

C(5)-0(1)-C(2)-C(8)
C(5)-0(1)-C(2)-C(3)
0(1)-C(2)-C(3)-C(6)
C(8)-C(2)-C(3)-C(6)
0(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(8)-C(2)-C(3)-C(4)
C(6)-C(3)-C(4)-C(5)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(6)-C(3)-C(4)-C(7)
C(2)-C(3)-C(4)-C(7)
C(2)-0(1)-C(5)-C(14)
C(2)-0(1)-C(5)-C(4)
C(3)-C(4)-C(5)-0(1)
C(7)-C(4)-C(5)-0(1)
C(3)-C(4)-C(5)-C(14)
C(7)-C(4)-C(5)-C(14)
0(1)-C(2)-C(8)-C(9)
C(3)-C(2)-C(8)-C(9)
0(1)-C(2)-C(8)-C(13)
C(3)-C(2)-C(8)-C(13)
C(13)-C(8)-C(9)-C(10)
C(2)-C(8)-C(9)-C(10)
C(8)-C(9)-C(10)-C(11)
C(9)-C(10)-C(11)-C(12)
C(9)-C(10)-C(11)-0(2)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13)
0(2)-C(11)-C(12)-C(13)
C(9)-C(8)-C(13)-C(12)
C(2)-C(8)-C(13)-C(12)
C(11)-C(12)-C(13)-C(8)
0(1)-C(5)-C(14)-C(19)
C(4)-C(5)-C(14)-C(19)
0(1)-C(5)-C(14)-C(15)
C(4)-C(5)-C(14)-C(15)

-131.3(3)

-6.2(3)
155.4(4)
-82.5(4)
27.4(3)
149.6(3)

-163.5(3)

-37.3(3)
71.0(5)

-162.8(3)
-143.7(3)

-17.2(3)
34.0(3)
161.3(3)
155.2(3)
-77.5(4)
44.0(4)
-75.1(4)

-137.5(3)

103.4(4)
1.3(5)
179.9(3)
0.1(5)
-1.4(5)
179.9(3)
1.4(5)

-179.9(3)

-1.4(5)

-179.9(3)

0.1(5)

-124.5(3)

116.8(3)
54.8(4)
-63.9(4)
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C(19)-C(14)-C(15)-C(16) 0.3(5)

C(5)-C(14)-C(15)-C(16) -179.0(3)
C(14)-C(15)-C(16)-C(17) -0.7(6)
C(15)-C(16)-C(17)-0(3) 178.8(3)
C(15)-C(16)-C(17)-C(18) 0.4(6)
C(16)-C(17)-C(18)-C(19) 0.3(5)
0(3)-C(17)-C(18)-C(19) -178.0(3)
C(17)-C(18)-C(19)-C(14) -0.7(5)
C(15)-C(14)-C(19)-C(18) 0.4(5)
C(5)-C(14)-C(19)-C(18) 179.7(3)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

Table 7. Hydrogen bonds for LT_7 [A and °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
0(2)-H(2)...0(1)#1 0.90(4) 1.89(4) 2.723(3) 154(3)
0(3)-H(3)...0(2)#2 0.92(5) 1.84(5) 2.752(4) 169(5)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
#1 -x+1,y-1/2,-z  #2 x+1,y+1,z
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SHORT COMMUNICATION
Antibacterial and Antimycobacterial Lignans and
Flavonoids from Larrea tridentata

. - - ~ ~ p 2 . ~ e 2

J. M. J. Favela-Herndndez,' A. Garcia,! E. Garza-Gonzilez,” V. M. Rivas-Galindo® and

M. R. Camacho-Corona"*

"Universidad Auténoma de Nuevo Leén, UANL, Facultad de Ciencias Quimicas, Av. Universidad s/n, Ciudad Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leén CP 66451, Mexico

2Universidad Auténoma de Nuevo Leon, UANL, Facultad de Medicina. Madero y Aguirre Pequefio, Mitras Centro Monterrey, Nuevo
Ledn C.P. 64460, Mexico

Three lignans and four flavonoeids were isolated and characterized from Larrea tridentata and compounds were
tested against 16 bacterial species/strains. Results showed that: dihydroguaiaretic acid (1) had activity towards
methicillin resistant (MR) Staphylococeus aurens (minimum inhibitory concentration (MIC) 50 pg/mL) and
multidrug-resistant (MDR) strains of Mycobacterium tuberculosis (MIC 12.5-50 pg/mL): 4-epi-larreatricin
(2) was active against Enterobacter cloacae (MIC 12.5 pg/mL), as well as sensitive (MIC 50 pg/mL) and MDR
strains of M. ruberculosis (MIC 25 pg/mL). 3’-Demethoxy-6-0-demethylisoguaiacin (3) displayed activity
against sensitive and resistant S. aureus (MIC 25 pg/mL), Enterococcus faecalis (MIC 12.5 pg/mL), Escherichia
coli (MIC 50 pg/mL), E. cloacae (MIC 12.5 pg/mL) and MDR strains of M. tuberculosis (MIC 12.5 pg/mL).
5.4/-Dihydroxy-3,7.8.3 -tetramethoxyflavone (4) and 5,4'-dihydroxy-3,7,8-trimethoxyflivone (5) were active against
M. tuberculosis MDR strains having MIC values of 25 and 25-50 pg/mL, respectively, while 54’-dihydroxy-7-
methoxyflavone (6) was active against S. aureus (MIC 50 pg/mL) and E. faecalis (MIC 50 pg/mL). We
concluded that lignan 3 is the main compound responsible for the antibacterial activity of L. rridenrara. Lignans
1 and 2 as well as flavonoid 6 contribute with some degree of antibacterial activity. On the other hand,
compounds 1, 2, 3, 4 and 5 contributed to the antimycobacterial activity found in L. rridentata. Copyright ©
2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Larrea ridentare; lignans; flavonoids: antibacterial; antimycobacterial.

200 pg/mL) and four monoresistant strains of M. auberculosis
H37Rv (MIC 100-200 pg/mL) (Camacho-Corona er al.,
2008). Thus, we carried out the isolation and charac-
terization of active compounds from L. tridentata.

INTRODUCTION

One of the main threats to global public health is the
prevalence of infectious diseases of the respiratory tract
caused by opportunistic bacteria in hospitals that had
acquired resistance to antimicrobial agents (Sostarich
et al., 2008). Further, one-third of the world population
is infected with Mycobacterium tuberculosis, the causa-
tive agent of tuberculosis, which kills 1.7 million people
each year (WHO, 2010). Currently, there is need to find
new active principles that serve as templates for the
development of new antimicrobial agents, and plants
are a source of them. In previous studies we carried out
a screening of 36 extracts obtained from nine plants used
in Mexican traditional medicine to treat respiratory
infections including tuberculosis. The results of those
studies showed that the chloroformic extract of Larrea
tridentata had activity against methicillin resistant (MR)
Staphylococcus aureus BAA-44 (MIC 250 pg/mL), Bacillus
subtilis (MIC 62.25 pg/mL), Lysteria monocytogenes (MIC
125 pg/mL), Acinetobacter baumannii (MIC 125 pg/mL)
(Bocanegra-Garcia er al., 2009) and a sensitive (MIC

MATERIALS AND METHODS

Plant material. L. fridentara leaves were collected in
Galeana, Nuevo Leon, Mexico in April 2006. Plant
material was identified by biologist Mauricio Gonzalez
Ferrara. A sample reference (Voucher 024772) was
deposited at UANL herbarium located in Facultad de
Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma de Nuevo
Leon, Mexico.

Extraction and isolation. Dried and ground leaves
(500 g) were extracted first with hexane (2 x2L) and
then with CHCl; (3 x3L) by maceration. Extracts
were distilled in vacuo separately until dryness. A total
of 89 g of chloroformic extract was obtained. A portion
of this extract (80 g) was subjected to silica gel column
chromatography (CC) eluted with gradient CHCl;—
MeOH vyielding 13 fractions. Fractions 3 and 4 (10 g)

* Correspondence to: Dr. Maria del Rayo Camacho-Corona, Universidad

Autonoma de Nuevo Ledn, UANL, Facultad de Ciencias Quimicas, Av.
Universidad s/n, Ciudad Universitaria, San Nicolas de los Garza, Nuevo
Ledn CP 66451,

E-mail: maria.camachocn@uanl.edu.nmx

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

were chromatographed on silica gel CC eluted with
CHCl; yielding 10 subfractions. The subfractions 6
and 7 afforded a solid, which was purified by recrys-
tallization in hexane:EtOAc 80:20 yielding compound
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1 (730 mg). Fraction 5 (7 g) was subjected to silica gel
CC eluted with CHCl;-MeOH gradient, giving 30
subfractions, the subfractions 11-24 afforded com-
pound 6 (5mg). Fractions 6 and 7 (17 g) were subject
to silica gel CC eluted with CHClL,-MeOH gradient,
yielding 29 subfractions, the subfractions 7-20 gave
compound 4 (31.8mg). Fraction 8 (15 g) yielded a solid
that was purified by recrystallization with CHCl;:
MeOH (98:2) affording compound 5 (678 mg). Fraction
9 (9g) was subjected to silica gel CC eluted with
CHCl-MeOH gradient, giving 150 subfractions. Silica
gel preparative thin-layer chromatography eluted
with CHCl;:MeOH 90:10 was done with subfractions
26-70 yielding compound 7 (86.7mg). Fraction 10
(18g) was chromatographed successively on three
silica gel CC, each one eluted with a CHCL-MeOH
gradient. From subfractions 42-73 of the third
column eluted with 98:2 and 97:3 CHCli:MeOH a
brown solid precipitated, which was purified by
crystallization with 982 CHCL:MeOH yielding a
beige solid, compound 3 (142.4mg). Fraction 11-13
(13 g) was subjected to three silica gel CC, each col-
umn was eluted with CHCl:--MeOH gradient, from
the last column the subfractions 8 and 9 (95:5
CHCl::MeOH) afforded compound 2 (11mg).

Structural elucidation of compounds. The seven isolated
compounds (Fig. 1) were characterized as lignans —
dihydroguaiaretic acid (1; Gnabre et al., 1995), 4-epi-
larreatricin (2; Konno et al., 1990), 3'-demethoxy-6-0-
demethylisoguaiacin (3; Konno er al., 1989) — and
flavonoids — 5.4'-dihydroxy-3,7.8,3'-tetramethoxyflavone
(4; Bernhard and Thiel, 1981), 5,4'-dihydroxy-3,7.8-
trimethoxyflavone (5; Bernhard and Thiel, 1981), 5.4'-
dihydroxy-7-methoxyflavone (6; Sakakibara et al., 1976)
and 5,8,4"-trihydroxy-3,7-dimethoxyflavone (7; Sakakibara
et al., 1975) — by analysing their NMR spectra and
comparing their spectroscopic data with those in litera-
ture. 'H- and “C-NMR spectra were obtained on a
400 MHz Bruker NMR spectrometer.

Bacterial strains and inoculum preparation. The fol-
lowing organisms were used for antibacterial assays.
Gram-negative bacteria: Stenotrophomona maltophilia
American Type Culture Collection (ATCC) 12714,
Escherichia coli ATCC 25922, Acinobacter baumannii
ATCC 15308, Haemophilus inflienzae ATCC 49766,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 and ATCC 35030, Enterobacter
cloacae. Gram-positive bacteria: Staphylococcus  aureus
ATCC 29213, 5. aureus (MR) ATCC BAA-44, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, Lysteria monocytogenes
ATCC 19111 and Enterococcus faecalis ATCC
20212. Clinical isolates: E. faecalis (8736, 8561, 8345,
8562, 8568), E. coli (8877, 8992, 9122, 8829, 8827),
E. cloacae (9299, 9220, 9181, 8960, 9234), S. aureus
(9201, 8981, 8857) and S. aureus (MR) (9196, 8927,
0199, 8997, 9200, 8859, 9105). Bacterial strains were
inoculated onto plates prepared with 5% blood agar,
grown for 24 h at 37°C. For H. influenzae, strains were
inoculated onto 5% chocolate agar and incubated in
5% COz atmosphere for 48 h. To prepare inocula, three
to five colonies of each culture were transferred into
tubes with sterile saline and turbidity was adjusted to
0.5 McFarland standard that had 1.5 x 10" colony
forming units (CFU)/mL. Subsequently, 10 uL. were
transferred to 11 mL Mueller-Hinton broth to achieve
5 x 10° CFU/mL. Haemophilus test medium (HTM)
medium was used for H. influenzae; (TES)/lysed horse
blood was used for S. pneumoniae. For antimycobacterial
activity M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 sensitive
to izoniazid, rifampicin, ethambutol and pyrizanamide
and three multidrug resistant (MDR) clinical isolates
of M. tuberculosis (M15, M20, M26), which are resistant
to isoniazid and rifampin (kindly provided by Dr Virgilio
Bocanegra-Garcia), were used. Mpycobacteria were
cultured in Middlebrook 7H9 broth supplemented
with 0.2% glycerol and 10% OADC at 37°C for
2weeks in order to reach logarithmic phase growth.
The testing inoculum was prepared by diluting
the bacterial suspension with culture medium to adjust
turbidity to McFarland’s nephelometer No. 1 standard

o .
¥
2
-
OH
3
4 R{=0CH; Rz =0CHz R3=0CHs
5 Ry=0CH; Rp=0CHs Rg=H
6 Ry=H Rz=H Ra=H
7 R{=OCH; Rp=OH Rs=H

Figure 1. Structures of isolated lignans (1, dihydroguaiaretic acid; 2, 4-epi-larreatricin; 3, 3'-demethoxy-6-0-demethylisoguaiacin) and flavo-
noids (4, 5,4'-dihydroxy-3,7,8,3-tetramethoxyflavone; 5, 5,4-dihydroxy-3,7,8-trimethoxyflavone; 6, 5,4"-dihydroxy-7-methoxyflavone;

7, 5,8, 4" trihydroxy-3, 7-dimethoxyflavone) from Larrea tridentata.

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.
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ANTIBACTERIAL AND ANTIMYCOBACTERIAL COMPOUNDS FROM LARREA TRIDENTATA

Table 1. MIC values (pg/mL) of compounds isolated from Larrea tridentata against bacteria

Compounds Standards
Bacteria ATCClc.i. 1 2 3 4 5 6 7 Levofloxacin
Staphylococcus aureus 29213 = b0 = b0 25 = b0 =50 50 =50 6.25
Staphylococcus aureus MR BAA-44 50 = b0 25 = b0 =50 = b0 =50 6.25
Enterococcus faecalis 29212 = b0 > b0 12.5 = b0 = b0 50 = b0 0.78
Escherichia coli 25922 = b0 > b0 50 = b0 = b0 = b0 = b0 0.78
Enterobacter cloacae 35030 = b0 12.5 12.5 = b0 = b0 = b0 = b0 0.78
Enterococcus faecalis ci.n=5 nd nd 12.6-25 nd nd nd nd 50
Staphylococcus aureus ci.n=3 nd nd 12.5-25 nd nd nd nd 12.5
Staphylococcus aureus MR ci.n=7 nd nd 12.5 nd nd nd nd 12.5

|soniazid

Mycobacterium tuberculosis H37Rv 27294 50 50 =50 = b0 = b0 =560 =50 0.02
Mycobacterium tuberculosis MDR ci.n=3 12.5-50° 25% 12.5° 25% 25-50° =50 =50 4.0-6.0

c.i., clinical isclates; n.d., not determined.

2Active against one strain; “active against two strains; “active against three strains of MDR M. tuberculosis.

and it was then further diluted to 1:20 with the same
culture medium.

Antibacterial and antimyeobacterial assays. Antibac-
terial and antimycobacterial assays were determined as
previously described in the literature (Camacho-Corona
et al., 2008; Bocanegra-Garcia er al., 2009). An institu-
tional ethical committee has approved this work.

RESULTS AND DISCUSSION

From the chloroformic active extract of L. tridentata
seven compounds were isolated these were character-
ized by spectroscopic analysis (Fig. 1). Antibacterial ac-
tivity was determined with the above compounds
against 12 ATCC bacteria strains. The results showed
(Table 1) that except for compound 7 all compounds
tested showed some degree of activity against five of
the 12 bacteria tested. Lignan 3 was active against sensi-
tive and resistant S. aureus (M1C 25 pg/mL), E. faecalis
(MIC12.5 pg/mL), E. coli (MIC 50 pg/mL), and E. cloacae
(MIC 12.5pg/mL). Bocanegra-Garcia and collea-
gues (2009) reported that the chloroformic extract of
L. rridentata was active against S. aureus MR (MIC
250 pg/mL) and clinical isolates (MIC 12.5-100 pg/mL,
n=25) so this activity could be attributed mainly to
compound 3. In addition, lignans 1 and 2 showed activity
against 8. aureus MR (MIC 50 pg/mL) and E. cloacae
(MIC 12.5pg/ mL), respectively. It has been reported
that compound 1 had activity against S. aureus (MIC
1.6 mm; Kawaguchi er al., 2009) and our results are in
agreement with those in literature. On the other hand,
the flavone 6 showed weak activity against S. aureus
(MIC 50 pg/mL) and E. faecalis (MIC 50 pg/mL). Martini
et al. (2004) reported that flavone 6 had activity against
E. faecalis (MIC 50 pg/mL) and E. coli (100 pg/mL) and
these results are in agreement with our study. As lignan
3 showed the best activity towards the bacteria tested,
this compound was further tested against clinical iso-
lates. The results (Table 1) showed that lignan 3 was
active against clinical isolates of E. faecalis (MIC
12.5-50pg/mL, n=5) being equally active or two or

Copyright © 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

three times more active than standard levofloxacin
(MIC 50pg/mL). Further, compound 3 had similar
activity to levofloxacin (MIC 12.5 pg/mL) against clin-
ical isolates of S. awreus (MIC 12.5-25 pg/mL n=3)
and S. awureus MR (MIC 12.5pg/mL n=7). These
results are relevant because of the high prevalence
of methicillin-resistant strains of §. aureus through
the world.

Finally, antimycobacterial activity was determined
for all compounds isolated. Results (Table 1) showed
that lignan 1 gave activity against one sensitive (MIC
50 pg/mL) and three MDR strains (MIC 12.5-50 pg/mL)
of M. berculosis. Lignan 2 was active against the sen-
sitive. H37Rv strain (MIC 50pg/mL) and one MDR
strain (MIC 25pg/mL), whereas lignan 3 was active
against two MDR strains (12.5 MIC pg/mL). Flavonoids
4 (MIC 25 pg/mL) and 5 (MIC 25-50 pg/mL) were active
towards one and three resistant strains, respectively.
None of the compounds tested was as active as isoniazid
against the sensitive (MIC 0.02 pg/mL) and MDR (MIC
4-6 pg/mL) strains of M. ruberculosis. It is important to
point out that this is the first report of antimycobacterial
activity of all isolated compounds. We conclude that
lignan 3 is the main compound responsible for antibac-
terial activity of the chloroformic extract of L. tridentata.
Further, lignans 1 and 2 as well as flavonoid 6 also
contribute with some degree of antibacterial activity.
On the other hand, compounds 1, 2, 3, 4 and 5
contributed to the antimycobacterial activity found in
L. tridentata.
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